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 放線菌は 19 世紀半ばに病原菌として発見され、放線菌研究は当初土壌微生物学の分












Waksman による結核の特効薬 streptomycin の発見を皮切りに新規生物活性物質探索源
として利用され、多くの研究者により分離、分類がなされてきた。それらの分離株から
は、細菌感染症治療薬として使用されている rifamycin4) (Amycolatopsis mediterranei)5), 
erythromycin6) (Saccharopolyspora erythrea)7), oleandomycin8) (Streptomyces 
antibioticus)9)、  抗がん剤として用いられている  bleomycin10) (Streptomyces 
verticillus)11), daunomycin12) (Streptomyces peuceticus)13)、  免疫抑制剤  FK50614) 
(Streptomyces tsukubaensis)15)、イネ馬鹿稲病用農薬  validamycin16) (Streptomyces 
hygroscopicus subsp. limoneus)16) など現在までに様々な抗生物質が発見され、放線菌
は社会に大きく貢献してきた。また、1981 年から 2014 年の 34 年間に米国食品医薬
品局 (FDA) で認可された 1,211 の低分子医薬品のうち、天然物あるいはそれを基にし
て創られた化合物は、 65% を占めており (Fig. 1)、本報告では天然物探索の重要性が
指摘されている 17, 18, 19)。さらに技術の発達により、多くの化合物が有機合成に成功して
いるにもかかわらず、合成で創られる化合物は、微生物が生み出す天然化合物の独創性
には及ばないとの報告もある 20)。一方、1 年間に発見される抗生物質の中で放線菌由来
の物質が 1970 年代までは 60% を超えていたが、2001 年から 2010 年までの 10 年













けたと考えられる。これまでに報告された放線菌由来の化合物のうち  75% は 
Streptomyces 属由来であり、残りの 25%が希少放線菌 (Streptomyces 属以外の放線
菌)由来である 20)。その理由の一つとして、物質探索に用いる放線菌の分離源や分類群
が限られていることが考えられる。一般に放線菌の分離源には土壌が用いられている。
また、放線菌には現在約 300 属が知られているにも関わらず、分離菌株の多くを 
Streptomyces 属が占める。ゆえに、non-Streptomyces、いわゆる希少放線菌は物質探
索に用いられた数は比較的少ない。また、二次代謝産物の生産は属、種レベルだけでな



































Streptomyces avermectinius MA-4680T31)が生産する抗寄生虫物質 avermectin32)、S. 
lactacystinicus OM-6519T33)が生産するプロテアソーム阻害物質 lactacystin34)、
Kitasatospora setae KM-6054T35)が生産する V-ATPase 阻害物質 setamycin36)、
Streptomyces sp. SK-1894が生産するアシル CoA合成酵素阻害物質 triacsin37)などがあ
る。これまで発見された化合物にも発見当初は知り得なかった、新たな生物活性が見つ
かることが多々あり、後で見つかった活性の方が遙かに実用的な化合物もある。例えば、

























Polymorphospora rubra K07-0510株の培養液より trehangelin類 43)および
Actinoallomurus fulvus MK10-036 株の培養液より actinoallolide類 44)、マングローブ林
の堆積物より分離された Lechevalieria aerocolonigenes K10-0216株の培養液より
mangromicin類 45, 46, 47)が、発見された。Mangromicinは tetrahydrofuranおよび 5, 
6-dihydro-4-hydroxy-2-pyrone を部分構造に持つ炭素結合のみから成る 15員環構造の
合物で、これまで報告例がないユニークな骨格を有している。また、北里微生物資源ラ
イブラリーから、新規 nanaomycin類縁体 48, 49)および微生物初のイミニウムイオンを持
つ iminimycin A50)およびピリジニウムイオンを持つ iminimycin B51)を報告している。 
 以上のことから、筆者は PC screening の対象となっていなかった菌株を用い、化合
物の物理化学的性状を用いた PC screeningによる放線菌由来天然物の発掘を試みた。 
 
 第 1章ではアシタバの根およびその周辺土壌から分離した 403株の菌株を対象に新規
物質を探索した。北里生命科学研究所微生物機能研究室において植物内生放線菌の属レ
ベルでの多様性が示されていたことから 52)、筆者は 16S rRNA遺伝子解析により属を推
定し、その中の希少放線菌に焦点を当て PC screeningを行なった。 
 第 2 章では MBI で分離された 340 株の菌株を対象に新規物質を探索した。海洋放線
菌からは近年多数の有用物質が見出されており、新規化合物の発掘にとって価値のある
微生物資源である。よって筆者はその海洋放線菌に焦点を当て PC screening を行なっ






































株は希少放線菌が多く分離され、その分離株から actinoallolide 類、spoxzomicin 類、
trehangelin類などの新規化合物が発見されている。本章では植物の根やその周辺土壌か
ら分離した希少放線菌を用いた PC screening により発見した Actinomadura sp. 






から water proline agar (WPA) および CMC asparagine agar (CMC) を用いて分離した
菌株を用いた（Table 1-1および Table 1-2）。それら分離株は 16S rRNA 遺伝子部分塩
基配列 (約 500 bp) の解析より属を推定した。 























*WPA (water proline agar): 1.0% proline, 1.0% agar, 水道水, pH 無調整 
**CMC (CMC asparagine agar): 1.0% carboxymethylcellulose, 0.1% L-Asparagine, 0.1% K2HPO4, 0.0001% 





 前培養培地は 301 seed 培地または YD 培地を用いた。生産培地は 4種類 （301 seed, 
51, 54, Y19-2）を用いた。各培地組成を秤量し、水を加え加温後、固まりがなくなるま
で攪拌し、1 N HClおよび 1 N NaOH で pH を調整した。大試験管（20 x 210 mm）に





 Yeast extract   1.0%   オリエンタル酵母工業株式会社 
 Dextrose   1.0%    和光純薬工業株式会社 
 pH 7.0 
 
301 seed 培地 
 Starch    2.4%        朝日食品株式会社 
 Glucose   0.1%    和光純薬工業株式会社 
 Peptone   0.3%    極東製薬工業株式会社 
 Meat extract   0.3%    極東製薬工業株式会社 
 Yeast extract   0.5%   オリエンタル酵母工業株式会社 
 CaCO3   0.4%     関東化学株式会社 




 Glucose   0.5%    和光純薬工業株式会社 
 Corn Steep Powder  0.5%   イワキ株式会社 
 Oatmeal   1.0%   日本食品製造合資会社 
 Pharmamedia   1.0%   イワキ株式会社 
 K2HPO4   0.5%     関東化学株式会社 
 MgSO4・7H2O   0.4%    和光純薬工業株式会社 
 Trace metals solution  1 mL/L 
   FeSO4·7H2O  0.1%  
   MnCl2·4H2O  0.1% 
   ZnSO4·7H2O  0.1% 
   CuSO4·5H2O  0.1% 
   CoCl2·6H2O  0.1% 
 pH 7.0 
 
54 培地 
 Soluble starch    2.0%    和光純薬工業株式会社 
 Glycerol    0.5%     関東化学株式会社 
 Defatted wheat germ   1.0%   日清ファルマ株式会社 
 Meat extract    0.3%   極東製薬工業株式会社 
 Dry yeast    0.3%     JT フーズ株式会社 




 Meat extract    1.2%   極東製薬工業株式会社 
 Peptone   2.0%    極東製薬工業株式会社 
 Soybean meal   3.3%   東京保存食糧株式会社 
 Glycerol    2.2%     関東化学株式会社 
 Soluble starch    2.2%    和光純薬工業株式会社 
 CaCO3   2.2%     関東化学株式会社 




1-1-3 培養および二次代謝産物の LC/UV-LC/MS 解析 
 生産培養および二次代謝産物解析方法を Fig. 1-1 に示した。YD培地 10 mL（大試験
管）にあらかじめ凍結保存しておいた培養液（凍結保存 YD 培地）を 2% 植菌し、300 
rpm、 27  ℃で十分な生育が確認できるまで振とう培養し、種培養液とした。生産培養
として、301 seed、51 、54 、Y19-2 培地 各 10 mL（大試験管）に種培養液を 2% と
なるように植菌し、300 rpm, 27  ℃で 8 日間振とう培養した。生産培養後、培養液に等
量のエタノールを加えて、300 rpmで 30 分間振とうした。3,000 rpm で 5 分間遠心
分離し、上清を回収した。エバポレーターでエタノール留去後、10 mLの酢酸エチルで
抽出した。酢酸エチル抽出物をエバポレーターで乾固後、MeOHを 1 mL加え、遠心後
LC/UV-MS解析試料とした。解析条件を Fig. 1-1に記載した。LC/UV 解析は 0 分から 30 
分にかけて 5% から 100% メタノール（0.1% ギ酸含）となるようにグラジエント分
析した。MeOH および H2O は HLC-SOL 規格（関東化学株式会社）、ギ酸 は LC/MS 
用（和光純薬工業株式会社）を用いた。LC/MS 解析条件は 0 分から 5 分間 5% メタ
ノール（2 mM 酢酸アンモニウム含）で溶出させた後、5 分から 30 分間、 5% から 
100% メタノール（2 mM 酢酸アンモニウム含）となるようにグラジエント溶出させた。
酢酸アンモニウムは LC/MS 用（和光純薬工業株式会社）を用いた。MS のイオン化は 
ESI-positive モードで行った。LC に Agilent 1200 Infinity (アジレント・テクノロジー)、
MS 検出は Q-STAR（AB サイエックス）を用い、100 から 2,000 の範囲で m/z 値を
測定した。 
13 
種培養液 (YD 培地, 大試験管, 10 mL ) 
  2% 植菌（凍結保存 YD 培地）, 300 rpm, 27 ℃ 
生産培地 (301 seed, 51, 54, Y19-2, 大試験管, 10 mL) 
  2% 植菌（種培養液）, 300 rpm, 27℃, 8日間 
培養液 
  EtOH 等量添加, 撹拌（30 分） 
  遠心（3,000 rpm, 5 min） 
上清（50% EtOH broth）  
  EtOH 留去 
  酢酸エチル (10 mL) 抽出 
酢酸エチル抽出物 
  酢酸エチル留去 




カラム : Inartsil ODS 3.0φ× 250 mm 
移動相  : 5-100% MeOH / 0.1% HCOOH （0-30 min） 
流速  : 0.5 mL / min 
カラム温度  : 40 ℃ 
検出  : UV 254 nm 
inject 量  : 5 µL 
 
＜LC/MS条件＞ 
カラム  : Inartsil ODS 3.0φ× 250 mm 
移動相  : 5% MeOH / 2 mM ammonium acetate（0-5 min） 
     5-100% MeOH / 2 mM ammonium acetate（5-35 min） 
流速  : 0.5 mL / min 
カラム温度  : 40 ℃ 
イオン化  : ESI-positive 
検出m/z : 100-2000 
inject 量  : 5 µL 
 





 アシタバの根から 239 株 (Table 1-1) および周辺土壌から 164 株 (Table 1-2) 計
403株の放線菌の中から希少放線菌をそれぞれ 65株と 11株を選択した。その放線菌の
中から 301 seed 培地及び YD 培地に 2% 植菌し、8日間培養し、生育良好株を 23株
選択した (Table 1-3)。 
 



















1-2-2 LC/UV によるサンプルの選定 
 候補株 23 株を 301 seed、51、54、Y19-2 培地で生産培養し、その酢酸エチル抽出
物を LC/UV 解析した。 
 92 サンプル（23 株×4 種の生産培地）から１）4 種の生産培地の中で 1 種の生産培
地でのみ生産している化合物、２）特徴的な UV スペクトルを示す化合物を含む、9 株
由来、27サンプルを選択し、LC/MS解析を行った。（Table 1-4） 
  
菌株番号 推定種 bp 相同性 （％） 分離源
K13-0221 Rhodococcus baikonurensis 521 99.6 根
K13-0222 Micromonospora peucetia 700 99.1 根
K13-0224 Verrucosispora maris 698 98.3 根
K13-0231 Plantactinospora mayteni 653 98.8 根
K13-0234 Actinomadura madurae 702 99.1 根
K13-0236 Microbispora amethystogenes 698 99.6 根
K13-0237 Micromonospora tulbaghiae 782 100 根
K13-0238 Asanoa iriomotensis 702 99.6 根
K13-0239 Agromyces allii 511 99.0 根
K13-0240 Gordonia westfalica 718 98.2 根
K13-0243 Plantactinospora mayteni 772 99.0 根
K13-0247 Plantactinospora mayteni 679 99.0 根
K13-0249 Micromonospora chaiyaphumensis 593 98.3 根
K13-0250 Micromonospora sagamiensis 580 99.0 根
K13-0251 Micromonospora echinospora 731 99.6 根
K13-0252 Actinomadura formosensis 629 99.2 根
K13-0263 Actinomadura maheshkhaliensis 674 99.4 根
K13-0276 Actinomadura madurae 768 99.2 根
K13-0284 Actinomadura verrucosospora 680 99.1 根
K13-0306 Actinomadura formosensis 652 98.2 周辺土壌
K13-0308 Actinomadura oligospora 615 99.4 周辺土壌
K13-0310 Kibdelosporangium phytohabitans 630 96.8 周辺土壌
K13-0372 Actinomadura verrucosospora 581 99.1 周辺土壌
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1-2-3 LC/MS 解析による代謝産物のプロファイル 
 選択した 27 サンプルの LC/MS 解析を行った結果、Verrucosispora sp. K13-0224株
は 51 培地でのみ生産したピーク ([M+H]+ 169.2583) が観察された。しかし、Dictionary 
of Natural Products (CRC Press) で検索した結果、2,4-decadienoic acid54)と推定された。
また、Agromyces sp. K12-0239 株も Y19-2 培地で同様の物質を生産していた。 
 27サンプルのなかで K13-0306 株の Y19-2培養液抽出物に注目した(Fig. 1-2)。Y19-2 
培地の培養液抽出物は他の３つの生産培地では生産していない大きなピークが複数観
察された。しかし、これらのピーク(A および B)は多くの菌株で Y19-2 培地の培養液抽
出物に共通していたピークだった。こられのピークは Y19-2 培地に含まれている大豆
由来の成分が放線菌によってダイゼインなどのフラボノイド類に変換された物質と UV
極大吸収の波形より考えられる (Fig. 1-2)。 
 Fig. 1-3 に示すように K13-0306 株の Y19-2 培地で生産する溶出時間約 35 分、37 
分および 33 分にフラボノイド類と異なるピークが観察された。溶出時間 35 分の化合
物は [M+H]+ m/z 902.3173、270nm に極大吸収を示し、溶出時間 37 分の化合物は 
[M+H]+ m/z 868.3508、270nmに極大吸収を示した (LC/UV解析では溶出時間 11 分、
Fig. 1-2 のピーク D)。この解析データを Dictionary of Natural Products で検索した結果、
両物質は Decatromicin類 55)と推定された。 
 一方、溶出時間 33分の化合物は、[M+H]+ m/z 570.3577、極大吸収 270, 279 及び 331 
nmを示した (LC/UV解析では溶出時間 10 分、Fig. 1-2 のピーク C)。この解析データ



















カラム：MonoBis φ3.2× 100 mm、移動相：5-100% MeOH / 0.1% HCOOH （0-10 min）、 




























Fig. 1-2. K13-0306 株を 4種の培地で培養した時の LC/UV チャートと 



























カラム：Inartsil ODS 3.0φ× 250 mm、移動相：5% MeOH / 2 mM ammonium acetate（0-5 





Fig. 1-3. K13-0306 株を Y19-2 培地で培養した時の LC/UV-MS チャート (a) 




2. Actinomadura sp. K13-0306 株が生産する二次代謝産物の精製 
2-1 Actinomadura sp. K13-0306 株の生産培養 
 Actinomadura sp. K13-0306 株は YD培地で培養し、凍結培養液として保存し、本菌
株の培養に使用した。前培養は、凍結培養液を 500 mL三角フラスコに 100 mL入れた
YD培地に 1%植菌し、 210 rpm、27°C で 5日間培養した。生産培養は Y19-2 培地よ
り改変した sagamilactam生産培地 (3.3% soybean meal) 100 mLを分注した 500 mL容




 Sagamilactamの精製方法を Fig. 2-1 に示した。精製は LC/UV-MS 分析を指標に行っ
た。培養液 (10 L) を遠心分離し、上清と菌体に分けた。上清は Diaion HP20（三菱化
学）に供し、水で洗浄後、メタノールで溶出させ、エバポレーターでメタノールを留去
させた。2 Lの酢酸エチルを加え、抽出を 3 回行い、酢酸エチル層を回収し、エバポレ
ーターにより乾固した。また、菌体はメタノール抽出を 3 回行い、メタノール留去後、
酢酸エチルで抽出を行った。この上清と菌体由来の酢酸エチル抽出物 (5.51 g) をシリカ
ゲル（MERCK）オープンカラムクロマトグラフィー（130 g, カラム径 60 mm）にて、
クロロホルム - メタノール溶媒を用い、ステップワイズで溶出（各溶媒 350 mL, 100:0, 
100:1, 100:2, 10:1, 1:1, 0:100）させ、sagamilactamを含む 10 : 1 画分（Fr. 3）を 307.4 
mg 得た。 
 この10 : 1 画分をODS (富士シリシア化学) オープンカラムクロマトグラフィ （ー130 
g, カラム径 60 mm）にて、メタノール – 水溶媒系を用い、ステップワイズで溶出（各
溶媒 350 mL, 0:100, 20:80, 30:70, 40:60, 50:50, 60:40, 70:30, 80:20, 100:0）させた。目
的物質である sagamilactamは 80:20画分 (37.8 mg) に得られたので最終的にHPLC（カ
ラム : PEGASIL ODS SP100 10φ x 250 mm, カラム温度 : 40 , ℃ 移動相 : 68% メタノ
ール, 流速 : 4.7 mL/min, 検出 : UV 254 nm）により溶出時間 25 分付近のピークを分
取することでsagamilactamを8.4 mg得た。分取したsagamilactamをLC/UVで解析し、

































カラム：Inartsil ODS 3.0φ× 250 mm、移動相：5-100% MeOH / 0.1% HCOOH （0-30 min）、 
流速：0.5 mL / min、カラム温度：40 ℃ 
Fig. 2-2. HPLC精製後の sagamilactamの LC/UVチャート 
Actinomadura sp. K13-0306 
7-day-old cultured broth (Sagamilactam producing medium, 10 L) 






 LC：Agilent 1200 Infinity（アジレント・テクノロジー株式会社） 
 カラム：Inertsil ODS-4 3.0φ × 250 mm（ジーエルサイエンス株式会社） 
 溶媒条件 
  移動相 A：H2O / 2 mM 酢酸アンモニウム 
  移動相 B：MeOH / 2 mM 酢酸アンモニウム 
  gradient：5% B（5 分）、5-100% B（5-35 分）、100% B（35-40分） 
  流速：0.5 mL/min 
  カラム温度：40 ℃ 




 400 MHz：Varian NMR system-400（アジレント・テクノロジー株式会社） 






 吸光度測定：HITACHI U-2810 
 
赤外吸収スペクトル 
 IR測定器：FT-710（株式会社 堀場製作所） 
 KBr板（3×3×0.5 mm）（ジャスコエンジニアリング株式会社） 







Sagamilactamの物理化学的性状は Table 3-1に示した。 
1) 比旋光度 
 ナトリウムランプを安定化させるために、測定の 1時間前に旋光度計の電源を入れた。








 KBr プレート法にて Sagamilactam の赤外分光スペクトルの測定を行った。Fig. 3-1
に模式図を示した。 
 ベースプレートにガイドリング、ClearDisk（CD-05）をセットし KBr板（3×3×0.5 mm）
1 枚を ClearDisk に置いた。KBr 板を載せ、ハンドプレスを用いて圧縮しプレートを作
製した。押さえプレート、ガイドリングを外し、サンプルをホールドした ClearDisk を
IR測定器にセットし、赤外分光スペクトルを測定した。 













ベースプレート サンプル KBrプレート 
ガイドリング 
ClearDisk 
Fig. 3-1. KBrプレート成型の模型図  
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  Sagamilactam  
Appearance white powder 
Molecular formula C37H47O4N 
Molecular weight 569 
ESI-MS (m/z) calcd. 570.3577 (for C37H48O4N) found 570.3529 [M+H]+ 
[α]D24.7 (c = 0.1, MeOH) −13.0 
UV λmaxMeOH nm (ε) 270 (4091), 279 (3783), 331 (1997) 
IR ν (KBr) cm-1 3400 (broad), 1635, 1527, 1303 
Soluble methanol, ethanol, pyridine 
Insoluble water, chloroform 
3) UV/VIS吸収スペクトル 
 Sagamilactam のメタノール溶液（1 mg/mL）を調製し、サンプル溶液とした。測定
用 1.5 mLセルに正確に 900 µLのメタノールを分注した。その 900 µLのメタノールか
ら 9 µLを抜き取り、9 µLのサンプル溶液を添加し、ピペッティングにより撹拌した。
メタノールでのブランク測定後にサンプル溶液を測定した。モル吸光係数（ε）は下記の
式 1より求めた。結果は Table 3-1に示した。 
ε= A/cl･･（式 1） 
   A：吸光度 
    c：モル濃度（mol/L） 
    l：光路長（cm） 
 
5) 溶解性 
 Sagamilactamを 1 mg秤量し、各溶媒を 1 mLを加え、HPLCで溶解性を確認した。






















より C37H47O4N と決定された ([M+H]+ ion at m/z 570.3529 (calculated value of 
570.3577 for C37H48O4N)。1D および 2D NMR スペクトルは CD3OD を用いて測定し
た。  
 Sagamilactamの 1H NMR および 13C NMR スペクトルデータは Table 3-2に示した。 
1H NMR および HSQC より 3 つの oxygenated methines および 1 つの nitrogenated 
methine を含む 8 つの sp3 methine, 21 の olefinic protons, 4 つの methylenes,1 つの 
primary methylおよび 1つの secondary methylの存在が示唆された。 The 13C NMRお
よび HSQCより 37の carbons が観測され、それぞれ 22の olefinic carbons, 173.7 ppm
を示す 1 つの carbonyl carbon, 3 つの oxygenated sp3 methine carbons, 4 つの sp3 
methine carbons, 1つの nitrogenated sp3 methine carbon, 4つの sp3 methylene carbons
および 2つの methyl carbonsの存在が示唆された。 
 1H-1H COSY および TOCSY より(a) C-3/C-10; (b) C-13/C-29; (c) C-30/C-32 および 
(d) C-34/C-36の 4つの部分構造が示された (Fig. 3-2)。 HMBC解析の結果、H3-2-Me か
ら C-1, C-2, および C-3; H-3 から C-1, C-2-Me,i C-4, および C-5; H-4 から C-3 およ
び C-5; H-6 から C-8; H-7 から C-6 および C-8; H-8 から C-6 および C-10; H-9 か
ら C-7 および C-8; H-10 から C-9に相関が観測されたことからaを含むテトラエンの
部分構造が確認された。b を含むジエンの部分構造は、H-19 から C-20; H-20 から 
C-22; H-21 から C-19 および C-23; H-22 から C-24; H-23 から C-21 および C-24
に HMBCの相関が観測されたことより確認された。bおよび cを含むトリエンの部分構
造は H-26 から C-28; H-27 から C-25, C-26, および C-29; H-28 から C-26; H-30 か
ら C-28 および C-31; H-31 から C-30 に HMBC の相関が観測されたことより確認さ
れた。 bを含むデカリンの部分構造は H-10から C-11, C-12 および C-19; H-11 から 
C-13; H-12 から C-10 および C-18; H2-14 から C-18; H-15 から C-17; H2-16 から 
C-14, C-15 および C-17; H-18 から C-12; H-19 から C-10, C-11, C-13, および C-18
に HMBC の相関が観測されたことより確認された。d を含む 1-propene の部分構造は
H-33 から C-34 および C-35; H-34 から C-33 および C-36-Me; H-35 から C-33 お
よび C-36-Me; H3-36-Me から C-34 および C-35にHMBCの相関が観されたことより
確認された (Figure 3-2)。 
 HMBC 相関が H-8 から C-10, H-10 から C-9, H-11 から C-9,  H-19 から C-9, 
C-10, C-20および C-21, H-20 から C-10 および C-19, H-21 から C-19 に観測された
ことより C-9/C-10 および C-19/C-20 でデカリン環が側鎖と連結し、 H-22 から C-24, 
H-23 から C-24 および C-25, H-24 から C-25, H-26 から C-24, H-27 から C-25 お
よび C-26 に相関が観測されたことから methylene (C-24) および hydroxyl carbon 
(C-25)を介して diene moiety と triene moiety が結合し、H2-32 から C-34; H-33 から 
24 
C-34 および C-35; H-35から C-33に相関が観測されたことから、1-propene moiety が
C-33 位に結合することが確認された。最終的に、1H-13C および 1H-15N HMBC 相関が 
H-33 から C-1、H2-32 および H-34 から NH-33に観測されたことより、sagamilactam
の平面構造は Fig. 3-2に示した構造と決定した。 
 また、デカリン環における ROESY 相関が、H-9/H-18, H-10/H-20, H-13/H-17 および 
H-20, H-19/H-21に観測された。これらの結果は、デカリン環において H-10, H-13, お
よび H-17 が同じ向きに配置し、H-19および H-18が同じ向きに配置していることを示
している。さらに、H-17が大きな coupling constant (10.8, 10.8 Hz)を示すことからも
trans-デカリンであると確認された。二重結合の trans/cis 型の幾何異性は Double 
Quantum Filtered-COSY (DQF-COSY) 、ROESYおよび 1H-1H coupling constantsをも
とに決定された。ROESY相関 が H-21/H-23 (15.0 Hz) および H-28/H-30 (15.0 Hz) に
観測され、20E, 22E, および 28E と決定し、H-26/H-27 (10.5 Hz) および H-30/H-31 
(10.3 Hz) に観測されたことから26Z および 30Zと決定した。 Trans-coupling constant 
(15.0 Hz)が H-4/H-5, および H-6/H-7 に見られることから 4E および 6E と決定し、
cis-coupling constant (10.3 Hz) でcoupling constant がH-8/H-9 に見られたことから8Z
と決定した。また、H3-2-Me/H-4に ROESY相関が観測されたことから 2Eと決定した。
最後の二重結合は H-34/H-35 (18.0 Hz)より 34E と決定できた(Fig. 3-3)。以上のことよ
り、sagamilactamは diene, triene, および tetraeneを含み、trans-デカリン環を持つ新
規 34-員環 macrocyclic lactam であることがわかった(Fig. 3-4)。 
 生産菌の分離源が北里大学相模原キャンパスの薬用植物園であるので、土地名を由来
とし、本物質を sagamilactamと命名した。 





Position δC mult. δH (int., mult., J in Hz) HMBC 
1 173.7    2 134.2    3 132.6 CH 6.35, d, 15.0 C-1, C-4, C-5, C-2-Me 
4 128.8 CH 6.53, dd, 10.3, 15.0 C-3, C-5 
5 138.4 CH 6.29, dd, 10.3, 15.0  6 134.2 CH 6.38, dd, 10.3, 15.0 C-8 
7 131.4 CH 6.54, dd, 10.3, 15.0 C-6, C-8 
8 129.5 CH 6.06, dd, 10.3, 15.0 C-6, C-10 
9 138.1 CH 5.53, dd, 10.3, 10.3 C-7, C-8, 
10 41.6 CH 3.18, m C-9, C-11, C-12, C-19 
11 129.0 CH 5.56, m C-9, C-13 
12 132.5 CH 5.55, m C-10, C-18 
13 30.2 CH 2.34, m  14a 40.0 CH2 1.26, m C-18 
14b   1.82, ddd, 2.4, 6.0, 12.6 C-18 15 67.9 CH 4.15, m C-17 
16a 43.3 CH2 1.42, ddd, 2.4, 10.8,  13.2 C-15, C-17 
16b   2.10, m C-15 17 67.0 CH 3.66, ddd, 4.8, 10.8, 10.8   18 48.2 CH 1.29, m  19 44.3 CH 2.75, m C-10, C-11, C-13, C-18, C-20 
20 133.4 CH 5.70, dd, 9.6, 15.0 C-19, C-22 
21 132.9 CH 6.18, dd, 9.6, 15.0 C-19, C-23 
22 134.3 CH 6.06, dd, 9.6, 15.0 C-24 
23 128.5 CH 5.43, m C-21, C-24, C-25 
24a 42.7 CH2 2.20, ddd, 10.5, 10.5, 13.5 C-22, C-23, C-25 
24b   2.61, m C-22, C-23, C-25 25 67.6 CH 4.63, ddd, 10.5, 10.5, 4.0   26 134.2 CH 5.28, dd, 10.5, 10.5 C-24, C-28 
27 132.3 CH 6.19, dd, 10.5, 10.5 C-25, C-26, C-29 
28 127.7 CH 6.59, dd, 10.5, 15.0 C-26 
29 135.4 CH 6.34, dd, 10.3, 15.0  30 134.4 CH 6.28, dd, 10.3, 10.3 C-28, C-31 
31 133.0 CH 5.65, dd, 4.0, 10.3, 15.0 C-30 
32a 39.7 CH2 2.32, m C-34 
32b   2.52, ddd, 3.5, 5.0, 15.0 C-34 33 52.1 CH 4.38, m C-1, C-34, C-35 
34 132.85 CH 5.43, dd, 10.3, 18.0 C-33, C-35-Me 
35 126.3 CH 5.59, m C-33, C-35-Me 
36 17.6 CH3 1.68, dd, 1.2, 6.0 C-34, C-35 
2-Me 13.7 CH3 1.93, d, 1.6 C-1, C-2, C-3 
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4. Sagamilactam の生物活性評価  
4-1 材料 
4-1-1 Sagamilactamの抗菌活性試験 
検定菌 ( ) は略 
グラム陽性細菌   
Staphylococcus aureus ATCC 6538P (a) 
Bacillus subtilis ATCC 6633 (S) 
Kocuria rhizophila ATCC 9341 (l) 
Mycobacterium smegmatis ATCC 607 (M) 
Bacillus cereus IFO 3001 (Bc) 
グラム陰性細菌   
Escherichia coli NIHJ (c) 
Klebsiella pneumonia ATCC 10031 (Kp) 
Pseudomonas aeruginosa NBRC 12582 (Ps) 
Xanthomonas oryzae pv. oryzae KB88 (X) 
Bacteroides fragilis ATCC23745 (Ba) 
Clostridium perfrigens ATCC 3624 (Cp) 
マイコプラズマ 
Acoleplasma laidlawii PG8 (Ala) 
酵母   
Candida albicans ATCC 64548 (Ca) 
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 (Sa) 
糸状菌   
Aspergillus niger ATCC 6275 (Ni) 


















Iscove’s modified Dulbecco’s 培地 
heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) 
Trypanosoma brucei brucei strain GUTat 3.1 
FLx800 fluorescence microplate reader (BioTek Instruments) 





 乾熱滅菌したペーパーディスク（paper disk thin 6mm, Advantec）に濃度調整した 
sagamilactam のメタノール溶液 (10 mg/mL, 3 mg/mL, 1 mg/mL, 0.3 mg/mL, 0.1 
mg/mL)を 10 µL滴下し (final 100 µg/disk, 30 µg/disk, 10 µg/disk, 3 µg/disk, 1 µg/disk)、
乾燥させ、各種被検菌液が混釈されている寒天培地に置いた。a, S, l, M, Bc, Kp, Ps, Ala 
は 37℃で、X, Ca, Sa, Ni, Mu は 27  ℃で、好気的条件にて一晩培養した。Ba, Cp は 37℃
で、嫌気的条件にて一晩培養した。培養後、阻止円の出現の有無を観察した。活性のク
リアー度は A-D の 4 段階で評価し、その阻止円の直径（mm）を測定した。A は明瞭





4-2-2 Sagamilactam の細胞毒性試験 
1) 前培養 
 HeLa S3細胞には 10％ FBS、抗生物質（1% PenStrep）を添加した D-MEM培地を
用いた。Jurkat細胞は 10％ FBS、抗生物質（1% PenStrep）および 1% sodium pyruvate
を添加した RPMI 1640培地を用いた。 
 -80℃の冷凍庫から細胞の入ったチューブを出し、素早く手で暖めて溶かした。チュー





 HeLa S3：前培養を行ったシャーレから培地を取り除き、5 mLのトリプシンンを入れ、
5 minインキュベーションした後、培地を 5 mL入れピペティングで細胞をはがした。全
量を 50 mLのファルコンチューブに移し、800 rpm, 3-5 minで遠心する。その後、上清
を除き、1 mLの培地で細胞を懸濁し、あらかじめ 9 mLの培地を分注したシャーレに懸
濁させた細胞を入れ、緩やかに混和後、CO2インキュベーターで培養した。 
 Jurkat：Jurkat細胞は浮遊細胞であるので前培養を行ったシャーレから全量を 50 mL
のファルコンチューブに移し、800 rpm, 3-5 minで遠心した。その後、上清を除き、1 mL
の培地で細胞を懸濁し、あらかじめ 9 mLの培地を分注したシャーレに懸濁させた細胞
を入れ、緩やかに混和後、CO2 インキュベーターで 37℃、2日間培養した。 
 
3) 細胞数の計測 
 培養液 50 µLを 1.5 mLエッペンチューブとり、死細胞と区別するため、等量のトリ
パンブルーを加え、軽くタッピングした。セルカウンタープレートにガラスカバーを装
着し、計測部分（Aと Bの 2カ所）に細胞懸濁液 10 µLをピペットで挿入後、セルカウ




 Cell カウンターで計測した細胞数から培地を用いて、HeLa S3細胞は 5×104 cell/mL、
Jurkat細胞は 3.0×106 cell/mLに調製し、96穴プレートに 100 µL分注した。2日間培養
を行った。メタノールで溶解した sagamilactam を 10 mMから 100 µMまで 3倍希釈
で調整し、各ウェルに 1 µL添加した（終濃度 1 µM〜100 µM）。2日間培養後、WST-8
試薬（Cell Counting Kit-8, 同仁化学）を各 wellに 10 µLずつ入れ、30分間培養後、吸
光度 460 nmで測定した。  
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4-2-3 Sagamilactamの抗トリパノソーマ活性評価および正常細胞MRC-5に対する細 
       胞毒性 
 Sagamilactamによる T. brucei brucei strain GUTat 3.1 の増殖抑制効果は Collins et 
al56)の方法に従って行った。GUTat 3.1 は 10% FBS入りの Iscove’s modified Dulbecco’s 
培地で 37°C, 5.0% CO2の条件下で培養した。続いて、95  µL の trypanosome 懸濁液 
(2.0-2.5 × 104 trypanosomes per mL) を 96穴プレートに移し、5.0% DMSO溶液に溶か
した 5.0 µLのサンプルを入れた。作製したプレートを 37°C, 72 hで培養した。 培養し
たプレートにアラマーブルー を 10  µL 入れ、3-6 h 培養した。最終的に、528/20 nm の
励起波長および 590/30 nm の蛍光波長を FLx800 fluorescence microplate reader 
(BioTek Instruments, Winooski, VT, USA) を用いて検出した。IC50値は the fluorescent 
plate reader software (KC-4; BioTek Instruments)を用いて決定した。継代培養は、24穴
細胞培養プレートを用いて、同条件のもと行った。 




 16種抗菌活性試験の結果、Kocuria rhizophila ATCC 9341株 に 100, 30, 10 µg/disk の
時に阻止円とクリアー度が 11mm, B、10mm, B、9mm, C となった。また、Pseudomonas 
aeruginosa NBRC 12582株には 100, 30, 10, 3, 1 µg/disk の時に 30mm, D、23mm, D、




 細胞毒性試験の結果を Fig. 4-1 に示した。Sagamilactam は HeLa S3 細胞に 100 µM
の時にわずかな細胞増殖抑制効果を示した。また、Jurkat 細胞では、100 µMの濃度で
細胞毒性を示し、HeLa S3細胞より強力な活性を示した (IC50 = 58 µM)。 
 
4-3-3 Sagamilactamの抗トリパノソーマ活性評価 
 抗トリパノソーマ活性試験の結果を  Table 4-1 に示した。Sagamilactam は、 
Trypanosoma brucei brucei GUTat 3.1 に対し、IC50＝0.14 ± 0.06 µg/mL (0.25 ± 0.11 µM)




















Table 4-1. Sagamilactamの抗トリパノソーマ活性結果 
Compound 
IC50 (µg/mL) 
Selectivity index (SI) 
T. b. b. GUTat 3.1 MRC-5 
Sagamilactam (1) 0.14 ± 0.06 3.22 23.0 
Pentamidine* 0.0016 5.71 3,614 
Suramin* 1.58 >100 >63 
Eflornithine (DFMO)* 2.27 >100 >44 






























Concentra on (µM) 
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 YD液体培地で 27ºCで振とう培養した菌体を精製水で 2 回洗浄後集菌し、凍結乾燥
を行うことで菌体を得た。 
 
2) ジアミノピメリン酸 (DAP) 異性体分析 
 凍結乾燥菌体にエタノールを 10 mL を加えて撹拌し、4ºC で一晩浸漬させた後、
8,000 rpm, 10 分間遠心分離した。上清を除去し、50ºC で一晩乾燥させ、脱脂菌体を得
た。アンプル管に脱脂菌体 10 mg と 6 M HCl 1 mL を封入し、100ºC で一晩加水分解
を行った。加水分解サンプルを濾過し、濾液を減圧乾固することで DAP サンプルを得
た。DAP サンプルおよび DAP 標品(LL-DAP, DD-DAP, meso-DAP)を cellulose TLC プ
レート (MERCK) にて メタノール : H2O : 10 M HCl : ピリジン = 32 : 7 : 1 : 4 で 16 
時間展開を行った。プレートを風乾させ、同様の溶媒で 6 時間再度展開した。プレー
トを風乾後、ニンヒドリン試薬 (和光純薬工業株式会社) を噴霧し、100ºC で呈色の確
認を行った。サンプルの DAP 異性体は DAP 標品と Rf 値を比較することで判定した。 
 
3) 全菌体糖組成分析法 
 凍結乾燥菌体 100 mg にエタノールを加え、 4ºCで一晩浸漬した。8,000 rpm で 10 
分遠心分離を行い、上清を除去した後、50ºCで菌体を完全に乾燥させた。乾燥菌体 25 
mg をねじ口中試に入れ、1 N H2SO4 を 1 mL 加え、試験管の口をテフロンシールで密
封し、フタをしてヒートブロックにて 100ºC、2 時間加水分解を行った。飽和 Ba(OH)2 
で中和し、加水分解物を小試に移し、メタノール 2 mL、クロロホルム 1 mL を加え撹拌
した。3,000 rpm で 10 分間遠心分離を行い、上清を 4ºCに一晩置き、 Ba(OH)2 を完
全に析出させた。3,000 rpm で 10 分間遠心分離を行い、上清にブタノールを数滴加え、
濃縮乾固し、精製水 50 µL に溶解しサンプルとした。サンプル 1 µL、galactose, 
mannose, xylose, rhamnose 各々 1 mg/mL の混液標品を 1 µL、glucose, arabinose, 
madurose, ribose 各々 1 mg/mL の混液標品を 1 µL スポットしたものを cellulose 
TLC plate (MERCK) にスポットし、ブタノール : ピリジン : dH2O : トルエン = 10 : 6 : 
6 : 1 混液を展開溶媒にし、 5 時間展開後、風乾後再び 5 時間展開した。風乾後、





 凍結乾燥菌体 200 mg にクロロホルム : メタノール = 2: 1 混液を加え、一晩攪拌抽
出後、濾紙 (東洋濾紙 No. 2) で菌体を除去し、濃縮乾固した。アセトン 3 mL を加え、
静かに可溶成分を抽出、この操作を 3 回行い、抽出液を濃縮乾固した。アセトン 3 mL 
に溶解し、silica gel TLC plate (MERCK) にバンド状にスポットした後、vitamin Ｋ1 
(SIGMA) を標品に用いてベンゼンで展開した。254 nm の UV で目的のスポットを確
認後、スポット部分をかき取り、小試験管に入れて アセトン 3 mL で撹拌抽出し、3,000 
rpm で 15 分間遠心分離後、上清を分取した。再度 アセトン 3 mL を加え撹拌し、
3,000 rpm で 15 分間遠心分離後、上清を分取し、先程の上清と合わせ、濃縮乾固した。
アセトン 2 mL に溶解し、0.50 µm PTFE filter (ADVANTEC) で濾過し、濃縮乾固した
ものを アセトン 100 µL に溶解し、サンプルとした。LC-MS (Separations Module, 
2795: Waters, Photodiode Array Detector, 2996: Waters, Micromass ZQ, ZQ2000: 
Waters、カラム pegasil ODS 2.0φ× 50 mm、移動相 メタノール : イソプロパノール = 
7: 3、流速 0.2 mL/min、カラム温度 20ºC、検出 UV 270 nm、inject 量 1 µL、ニード
ル電圧 2,000 V、リングレンズ電圧 15 V、オリフィス 1 電圧 85 V、オリフィス 2 電
圧 9V) で分析を行い、メナキノンの分子種を同定した。 
 
5) リン脂質分析法 
 凍結乾燥菌体 40 mg に精製水 3 mL を加え、撹拌した。メタノール 6 mL、クロロホ
ルム 3.75 mL を加え撹拌した後、2,000 rpm で 5 分間遠心分離してクロロホルム層を
分取した。上層の水層に再度クロロホルムを 2 mL 加え、同様の条件で抽出を 2 回行
った。各クロロホルム層を合わせて濃縮乾固し、クロロホルム 50 µL に溶解したものを
サンプルとした。サンプルを 10 ~ 30 µL、phosphatidylglycerol (PG) (2 µg/mL) を 2 µL、
diphosphatidylglycerol (DPG) (5 µg/mL) を 1 µL、Phosphatidylethanolamine (PE) (1 
µg/mL) を 3 µL、 phosphatidylcholine (PC) (10 µg/mL) を 5 µL、 phosphatidylinositol 
(PI) (5 µg/mL) を 1 µL それぞれ silica gel plate にスポットした。展開溶媒として、1
次元目にクロロホルム : メタノール : dH2O = 10 : 5 : 1、2次元目に クロロホルム : 酢






 凍結乾燥菌体 50 mg に 10% KOH 2 mL を加え、試験管の口をテフロンシールで密
封し、フタをしてヒートブロックにて 2 時間加水分解を行った。6 N HCl 0.6 mL で酸
性化し、ヘキサン 2 mL を加え撹拌抽出した後、3,000 rpm で 5 分間遠心分離して 
hexane 層を分取した。水層に再度ヘキサンを 2 mL 加え、同様の条件で抽出を 2 回
行った。各ヘキサン層を合わせて濃縮乾固し、ベンゼン : メタノール : H2SO4 = 10: 20: 
1 の混液を 2 mL 加えて 90–100ºCにて 2 時間 methyl ester 化を行った。精製水 2 
mL に希釈し、ヘキサン 2 mL 加えて撹拌、一分静置後にヘキサン層を分取した。濃縮
乾固したものをクロロホルム 60 µL に溶解し、サンプルとした。サンプル、positive 
control として同様の処理をした Nocardia sp. K10-0666、negative control として同様
の処理をした Streptomyces sp. K04-0144 を 18 µL silica gel plate にスポットし、ヘキ
サン : ジエチルエーテル = 4: 1 混液を展開溶媒に TLC を行った。充分に展開した後





 菌体は、YD 培地で 振とう培養し、滅菌水で 2 回洗浄したものを使用した。ISP 2 
(Difco)、ISP 3 (DAIGO)、ISP 4 (Difco)、ISP 5 (DAIGO)、ISP 6 (DAIGO)、ISP 7 (DAIGO)、
Mullar Hinton agar (Difco)、Nutrient agar (Difco)、Waksman agar (glucose 1.0%, peptone 
0.5%, meat extract 0.5%, NaCl 0.3%, agar 1.5%)、Tap-water agar (agar 2%, tap water)、
Yeast-extract starch agar (yeast extract 0.2%, soluble starch 1.0% agar 1.5%) に 1 白
金耳植菌し、27ºC で 3 週間培養し、生育およびコロニーの色調を目視で確認した。色
調は Color Harmony Manual (Container Corporation of America) の比較によって行った。 
 
2) 走査型電子顕微鏡による形態観察 
 走査型電子顕微鏡によりK13-0306株の形態観察を実施した。 菌株を凍結保存 YD 培
地 から ISP 4 培地（Difco）に 1 白金耳植菌し、27℃ で 20日間培養した。光学顕微
鏡で気菌糸の着生を確認した培地を 5 mm 四方に切り出し、ガラスシャーレに置き、
4％オスミウム酸 (千代田純薬有限会社) を 3 滴垂らし、パラフィルムで密封し一晩蒸
気固定した。風乾後、試料台にカーボンテープで固定し、試料表面に 60 秒間金を蒸着









 各糖を 10％ となるように精製水で溶解し、フィルター滅菌を行った。 ISP 9 (Difco) 
18 mL に各糖の 10％ 溶液 2 mL を加え、よく混和してシャーレに流し込み室温で放
置し寒天平板を作製した。Positive control として D-glucose および negative control 




1) 16S rRNA 遺伝子塩基配列解析 
 YD 培地 にて、充分な生育が確認されるまで 27ºCで振とう培養した。培養液 1 mL 
中に含まれる菌体を滅菌水で 2 回洗浄し、TE (10 mM tris: ナカライテスク, 1 mM 
EDTA・2Na: 和光純薬工業株式会社, pH 8.0) 0.5 mL を加え、超音波処理 (UCT-0212、
株式会社大阪時計パーツ) を 5 分行った。遠心分離 (10,000 rpm, 5 分) 後、上清を 
DNA 溶液とした。この DNA 溶液を用いて 16S rRNA 遺伝子ユニバーサルプライマー
を用いて PCR を行った。PCR 産物は、ExoSAP-IT (USB®) を用いて過剰なプライマ
ーや dNTP の分解、不活化を行った後、シークエンシング反応および塩基配列の解析
を行った。得られた塩基配列は、Vector NTI Contig Express により配列の修正、アセン
ブリを行い、EzTaxon-e (http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/) 上の BLAST 検索にて近縁種
の推定を行った。 
 
2) 16S rRNA 遺伝子塩基配列の解析、系統樹の作成および相同性の算出 
 分離株の塩基配列と EzTaxon-e のデータベースより得られた Actinomadura 属全種
の塩基配列を用いて、Sea View (Version 4.4.2) によってアライメントを行い、近隣結
合法、最大節約法、最尤法により系統樹を作製した。 
 
3) G+C 含量測定法 
 (a) 精製 DNA の調製 
 凍結乾燥菌体 200 mg を 0.1 M saline-EDTA (0.15 M NaCl, 0.10 M EDTA 2Na 2H2O, 
pH 8.0) 5 mLに懸濁し、lysozyme (SIGMA) スパーテル小さじ 1、achromopeptidase (和
光純薬株式会社) ミクロスパーテル 1加え、37ºCで一晩酵素反応させた。凍結融解を 5 
回繰り返し、20% SDS 水溶液を 500 µL 加え、60ºCで 2 時間処理した。放冷後、
37 
Tris-phenol を 5 mL 加え、10,000 rpm、4ºCで 15 分間遠心分離した。上清をビーカ
ーに移し、氷上で 3 M sodium acetate を 1/10 量、冷却したエタノールを少量加え、
DNA をガラス棒で巻き取った。DNA をエタノールで 2 回洗浄後、風乾し、0.1 x SSC 
(Standard Saline Citrate) 3 mL に溶解した。RNase A (1 mg/mL 50 mM Tris-HCl , pH 7.5) 
および RNase T1 (800 units/mL 0.1M Tris-HCl , pH 7.2) を 1/40 量加え、37ºCで一晩
反応後、Tris-phenol を等量加え、10,000 rpm、4ºCで 15 分間遠心分離した。先程と
同様に DNA 巻き取り、洗浄、風乾を行い、0.1 x SSC 3 mL に溶解したものを精製 DNA 
サンプルとした。濃度および純度の確認は NanoDrop Lite (Thermo Scientific) を用い、
[260 nm の吸光度/280 nm の吸光度] が 1.8-2.0 のものを高純度のサンプルとした。 
 
(b) G+C 含量測定法 
 300-350 µg/mL に希釈した精製 DNA 100 µL を 100ºCで 10 分間加熱した後、氷上
で急冷した。変性 DNA 溶液および標品として GC Analysis Standard (ヤマサ醤油株式
会社) 10 µL に nuclease P1 を 10 µL 加え、50ºCで 1 時間反応した。更に、0.1 M Tris 
(pH 8.1) で 2.4 U/mL に調製した alkaline phosphatase 溶液 (SIGMA) を 10 µL 加え
て 37°C で 1 時間反応後、HPLC (カラム CAPCELL PAK C18 UG120 S-5 mm 4.6 f x 
150 mm、移動相 0.2M NH4H2PO4: CH3CN = 40: 1、流速 1 mL/min、カラム温度 30ºC、





1) 16S rRNA 遺伝子塩基配列に基づく系統解析、系統樹の作製および相同性の算出 
 K13-0306 株からほぼ全長である 1,432 bpの 16S rRNA 遺伝子塩基配列の情報が得
られた。この塩基配列に基づき、BLAST 検索により近縁種を検索したところ、
Actinomadura bangladeshensis 3-46-b3T58)と 98.4％ , A. geliboluensis A8036T59)と
98.2%, A. meyerae A288T60)と 98.1%, A. chibensis IFM 10266T61)と 98.0%の相同性を示
した。16S rRNA 遺伝子塩基配列の結果から Actinomadura 属と推定し、Actinomadura 
属全種と近隣結合法（Fig. 5-1）、最大節約法（Fig. 5-2）、最尤法（Fig. 5-3）で系統樹を
作製した。3種の系統解析の結果、全て A. chibensis IFM 10266Tとクラスターを形成し、
最も近縁種であることが分かった。 
 
2) G+C 含量 

































































































































































































































3) ジアミノピメリン酸 (DAP) 異性体分析 




 全菌体糖組成分析での TLC の結果を Fig. 5-5 に示した。全菌体糖組成として、
K13-0306 株は glucose, galactose, madurose 及び riboseを有していた。 
 
5) メナキノン分析 
 K13-0306 株の LC-MS によるメナキノン分析のチャートを Fig. 5-6 に示した。1, 2, 
3, 4, 5 の順に m/z 807.6246, 809.6342, 811.6504, 813.6765, 815.6845 のナトリウム
付加分子イオンピークを確認した。分子量が各々 784, 786, 788, 790, 792 であり、
MK-9(H0), MK-9(H2), MK-9(H4), MK-9(H6), MK-9(H8) の分子量と一致した。各メナキノン
の面積比は、それぞれ 2%, 8%, 23%, 62%, 4% であり、主要メナキノンは MK-9(H6) 及
び MK-9(H4) であった。 
 
6) リン脂質分析 
 K13-0306 株 のリン脂質分析 TLC クロマトグラムの結果を Fig. 5-7 に示した。標
品とサンプルの  1 次元及び  2 次元  TLC の  Rf 値からリン脂質組成として、
phosphatidylglycerol (PG), phosphatidylinositol (PI) を有していた。 
 
7) ミコール酸含有の有無 

































展開溶媒：メタノール : H2O : 10 M HCl : ピリジン = 32 : 7 : 1 : 4 
 
Fig. 5-4. K13-0306 株の DAP解析  





































展開溶媒：ブタノール : ピリジン : dH2O : トルエン = 10 : 6 : 6 : 1 



































































































































































































































































   1次元目：クロロホルム : メタノール : dH2O = 10 : 5 : 1 
   2次元目：クロロホルム : 酢酸 :メタノール : dH2O = 40 : 7.5 : 6 : 2 
























































展開溶媒：ヘキサン : ジエチルエーテル = 4 : 1 
Fig. 5-8. K13-0306 株のミコール酸解析 
  
nega 0306 posi 
48 
8) 形態的性状 
 K13-0306 株の各培地における培養性状を Table 5-1 にまとめた。ISP 2, ISP 3, ISP 6, 
Mullar Hinton agr, Nutrient agar, Waksman agarでよく生育した。コロニーは、白色から
オレンジ色のコロニーを呈した。試験を行った培地のなかで、よく生育した ISP 3で気
菌糸の着生が良く、生育は中程度であったが ISP 4培地でも確認できた。 
 
 
Table 5-1. K13-0306 の各培地における 3週間目の培養性状 
Medium Growth  Colony color Aerial mycerium 
ISP 2 Good Grayish red (6ie) ± 
ISP 3 Good  White (a) ＋＋ 
ISP 4 Moderate White (a) ＋ 
ISP 5 Moderate Yellow tint (1ba) ± 
ISP 6 Good Lt. brown (5lc) − 
ISP 7 Moderate Lt. brown (5ng) ± 
Mullar Hinton agar Good Yellowish gray (2ca) − 
Nutrient agar Good Pale orange (5ea) − 
Waksman agar Good Lt. yellowish red (6la) − 
Tap-water agar — None − 


































Fig. 5-9. K13-0306 株の電子顕微鏡写真 (ISP 4, 20日間培養) 
10 µm 
5 µm 5 µm 
50 
10) 炭素源の資化性試験 




Table 5-2. K13-0306 株の炭素源の資化性試験 
    K13-0306 
Starch hydrolysis + 
Utilization of： L-arabinose − 
  D-fructose + 
  D-glucose ++ 
  D-mannitol − 
  Glycerol + 
  L-rhamnose ++ 
  myo-Inositol − 
 Sorbitol − 
 Galactose − 
  Cellobiose ++ 
  (＋)-D-raffinose − 
 Mannose ± 




 16S rRNA 遺伝子解析による系統解析、化学分類の全菌体糖解析より madurose を含
み、リン脂質解析で PG と PI をもつこと、電子顕微鏡による形態観察からかぎ爪状の
胞子鎖を着生することより、K13-0306 株は Actinomadura 属に属すると決定し、種レ
ベルの分類においてはさらに詳細な検討が必要であることから、本菌株を Actinomadura 
sp. K13-0306 とした。 
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第 2節 まとめ 
 第 1節では 34員環ポリエンマクロラクタム化合物 sagamilactamについて記述した。 
 北里大学相模原キャンパス薬用植物園から採取したアシタバの根及びその周辺土壌
から分離した株のうち、アシタバの根から 239 株、周辺土壌から 164 株の希少放線菌
の中で生育の早い 23 株選択し、4種類の生産培地で培養し、92サンプルの培養液抽出
物を作製し PC sceeningを行った。まず、92サンプルを LC/UV 解析を行い、培地依存
的なピークや培地成分でないピークが見られたサンプル 27 サンプル選択し、LC/MS 
解析を行った。これら 27サンプルの中で K13-0306株を Y19-2 培地で培養した培養液
抽出物に注目した。K13-0306 株の Y19-2 培養液抽出物の溶出時間 33分の化合物は、
[M+H]+ m/z 570.3577、270, 279 及び 331 nmに極大吸収を示した。この解析データを










 本化合物は、Kocuria rhizophila に対しわずかな抗菌活性を示し、Pseudomonas 
aeruginosa では、わずかながら阻止円様活性（D判定）が濃度依存的に観察された。細
胞毒性試験では、Jurkat 細胞に対して IC50 = 58 µMで細胞増殖抑制効果を示した。また、
抗トリパノソーマ活性試験を行った結果、Trypanosoma brucei brucei GUTat 3.1 に対し、
抗トリパノソーマ活性を 
IC50＝0.14 ± 0.06 µg/mL (0.25 ± 0.11 µM)で示した。これは既存薬である suraminや
eflornithineよりも強い活性を示した。 
 Sagamilactam を生産する放線菌 K13-0306 株は 16S rRNA 遺伝子塩基配列より

























第 1節 Mumiamicin62)に関する研究 
 
 北里大学感染制御機構海洋バイオテクノロジー釜石研究所 (MBI) は、約 20 年前か
ら海洋微生物を分離・保存し、微生物ライブラリーを構築してきた。MBI で保存されて
いる微生物ライブラリーには土壌由来放線菌と異なる希少放線菌が多く含まれており、

















 北里大学海洋バイオテクノロジー釜石研究所 (MBI) で分離された新規性の高い放線
菌株、340株から 16S rRNA遺伝子情報を基にそれぞれの属で系統樹を作製した。この
系統樹の中からランダムピックアップし、132株を選択した (Fig. S2-1-1~S2-1-11、P 
134-140)。選択した株は赤線で示した。この 132株を 3種の寒天培地 (Waksman、Seino、
ISP 2) および 2種の液体培地 (YD、301 seed) で生育試験を行った結果、生育良好株、




Glucose    1.0%   和光純薬工業株式会社 
Peptone    0.5%   極東製薬工業株式会社 
Meat extract    0.5%   極東製薬工業株式会社 
NaCl     0.3%   和光純薬工業株式会社 
Taiyo agar    1.5%       清水食品株式会社 
 
Seino 寒天培地 
NZ-amine    0.3%   和光純薬工業株式会社 
yeast extract   0.1%    オリエンタル酵母株式会社 
Meat extract    0.5%   極東製薬工業株式会社
Taiyo agar    1.5%       清水食品株式会社 
CaCO3    0.3%       関東化学株式会社 
 
12 培地 
Glucose    1.0%   和光純薬工業株式会社 
(NH4)2SO4   0.2%     関東化学株式会社 
K2HPO4   0.1%        関東化学株式会社 
MgSO4・7H2O   0.1%     和光純薬工業株式会社 
NaCl     0.1%   和光純薬工業株式会社 
CaCO3    0.2%       関東化学株式会社 
 



































海洋由来放線菌 27 株(Table 1-1)を 3 種類の寒天培地 (Waksman、Seino、ISP 2) に
塗抹し、27°C、3 ~ 7 日間静置培養を行った。それぞれの株について、3 種類のなかで
最も生育のよい培地を選択し、大試験管に分注した 301 seed 培地および YD 培地 (各 
10mL) に植菌して 27°C、280 rpm で 7~14 日間培養を行い、生育がよい方の培地を
種培地とした。培養後、培養液を 1 mL エッペンドルフチューブに移し、-20°C で保存
した (凍結ブロス) 。次いで、生産培地 (12、51、54、Y19-2 および 前培養に使用し
た培地) 10 mL を分注した大試験管に種培養液を 2% 植菌し、27°C、280 rpm で 5~14 
日間培養した。生産培養後、培養液に等量のエタノールを加えて、210 rpm で 30 分振
とうした。その後、3,000 rpm で 15 分間遠心分離し、上清を回収した。エバポレータ
ーでエタノール留去後、等量の酢酸エチルで 2 回抽出した。酢酸エチル抽出物をエバ
ポレーターで乾固後、メタノールを 100 µL 加え、培養液抽出物とした。 
 
1-1-4 LC/UV-MS 解析 
LC/UVおよび LC/MSの条件は第 1章、第 1節の Fig. 1-1 (P 13) に示した方法で行った。  
 
1-1-5 生産菌の菌学 






 27株を 5種類の培地で作製した培養液抽出物 135 サンプルを LC/UV 解析し、1 菌
株のみが生産しており、かつ、1 種類の生産培地のみで検出される物質を含む培養液抽
出物 7 サンプル選択した (Fig. 1-1)。選択した培養液抽出物を LC/MS 解析し、Mumia 
sp. YSP-2-79 株 (Y19-2 培地) の培養液抽出物に含まれる物質の物理化学的性状を得
た。YSP-2-79 株が生産する溶出時間 31.8 分の化合物は、[M+H]+ m/z 251.1649 およ
び [M+Na]+ m/z 273.1617 が検出され、UV 極大吸収を 322 nm に示した (Fig. 1-2)。
この物質の物理化学的性状を Dictionary of Natural Productsで検索した結果、該当する











































カラム：Inartsil ODS 3.0φ× 250 mm、移動相：5% MeOH / 2 mM ammonium acetate（0-5 
min）、5-100% MeOH / 2 mM ammonium acetate（5-35 min）、流速：0.5 mL / min、 
カラム温度：40 ℃、イオン化：ESI-positive、検出m/z：100-2000 
 
Fig. 1-2. Mumia sp. YSP-2-79株が Y19-2 培地で培養した時の LC/UV チャート (a) 







 YSP-2-79 株から得られた 803 bpの 16S rRNA 遺伝子塩基配列の情報を基に、BLAST 





2. Mumia sp. YSP-2-79株 が生産する二次代謝産物の精製 
2-1 Mumia sp. YSP-2-79 の生産培養 
 Mumia sp. YSP-2-79 株を YD培地で培養し、凍結ブロスとして保存した。前培養は、
500 mL容三角フラスコに100 mL入れたYD培地に凍結ブロスを1%植菌し、 210 rpm、
27°C で 7日間培養した。生産培養では Y19-2培地 100 mLを分注した 500 mL容三角




 Mumiamicinの精製スキームを Fig. 2-1に示した。培養液 (10  L) に等量のエタノール 
(10 L) を加え、3,000 rpm、 10分間遠心分離した。その上清に 20 Lの水道水を加え、
Diaion HP-20 (100 i.d. × 250 mm)に供した。水でカラムを洗浄後、100% MeOHで溶出
した。100% MeOH Fr.を減圧下で乾固後、少量のメタノールで懸濁、遠心することで、
メタノール可溶粗精製物(4.1 g)を回収した。この粗精製物を silica gel FL100D (60 i.d. × 
200 mm) に供し、ヘキサン-クロロホルム-メタノール (10:1:0, 1:1:0, 0:100:0, 0:1:1, お
よび 0:0:100 (v/v), 1.5 Lずつ) で 5つのフラクションに段階溶出した。Mumiamicinが
含まれている 0:100:0 fraction を減圧下で濃縮し、566.1 mg得た。続いて、ODS column 
(40 i.d. × 150 mm; Senshu Scientific, Tokyo, Japan) に供し、50% MeOH水溶液で洗浄
後、70%MeOH水溶液で溶出した。このフラクションを減圧濃縮し、230.3 mg 得た。
これを少量のMeOHに溶かし、溶解したものを HPLC分取した。保持時間 17.0 分のピ
ークを回収し、目的物質を 7.8 mg得た。  
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  Mumiamicinの精製スキーム 
Fig. 2-1. Mumiamicinの精製スキームと分取 HPLCチャート 
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  Mumiamicin  
Appearance White powder 
Molecular formula C15H22O3 
Molecular weight 250 
ESI-MS (m/z) 
 Calcd. 251.1641 (for C15H23O3) 
 Found 251.1649 [M+H]+ 
UV λmaxMeOH nm (ε) 205 (1083), 322 (2218) 
IR ν (KBr) cm−1 2923, 2854, 1581, 1411, 1257, 964  





 物理化学的性状の測定方法は第 1章、第 1節の 3-2に示す方法 (P 20-22) で行った。
Mumiamicinの物理化学的性状を Table 3-1にまとめた。この化合物はMeOH, CHCl3に
溶け、H2Oには溶けず、UV極大吸収は 205 および 322 nmに示した。IR absorption は

















分子式 C15H22O3 と決定した([M+H]+ ion at m/z 251.1649 (calculated value for C15H23O3, 
251.1641))。 
 1H NMRおよび 13C NMR のスペクトルデータは Table 3-2に示した。 1H NMR およ
び HSQCより 6つの methylene protons, ３つの sp2 methine protons および ２つの 
methyl protonsの存在が示唆された。13C NMR および HSQCより、15の carbonsが観
測され、それぞれ 6 つの olefinic および aromatic carbons, 172.6 ppm を示す 1 つの 
carbonyl carbon, 6つの sp3 methylene carbons, および 2つの methyl carbonsの存在
が示唆された。 
 1H-1H COSY より(a) C-2/C-3, (b) C-8/C-11および (c) C-12/C-14 の 3つの部分構造
が示された(Fig. 3-1)。HMBC解析の結果、H-2 から C-1 および C-4; H-3 から C-1, C-2, 
C-4 および C-5; H3-5-Me から C-4, C-5 および C-6; H-6 から C-4, C-5, C-5-Me お
よび C-7に相関が出たことにより、部分構造 (a) を含む 2-プロペン酸 および 3-メチ
ルフラン環が C-4 位で連結した構造が確認された。(b)および(c)を含んだヘプタン鎖は
HMBCの相関が H2-8 から C-6, C-7, C-9 および C-10; H2-9 から C-7 および C-10; 
H2-10 から C-11 および C-12; H2-11 から C-10 および C-12; H2-12 から C-13; 
H2-13 から C-14; H3-14 から C-12 および C-13に見られたことから、フラン環の C-7
位に結合することが示された。α, β-不飽和カルボニル基の立体は H-2 および H-3のカ
ップリングコンスタントが 15.2 Hzであることから 2Eと決定した。これまでの NMRの
結果より、Fig. 2-2に示す化合物または 1位と 4位の水酸基部分が結合しフラン環を形
成し、7位に水酸基が結合した化合物が考えられた。Mumiamicinの構造を決定するため、




れた 3’-methyl-5’-pentyl-furylarylic acid65) の 13Cケミカルシフトから強く支持される。
以上より、新規フラン脂肪酸であることから、mumiamicinと命名した(Fig. 3-1)。 





Position δc (ppm) mult. δH (ppm), int., mult., J in Hz HMBC 
1 172.6 C 
2 110.7 CH 6.14, 1H, d, 15.2 C-1, C-4 
3 131.0 CH 7.50, 1H, d, 15.2 C-1, C-2, C-4, C-5 
4 145.5 C 
5 128.7 C 
6 110.8 CH 5.97, 1H, s C-4, C-5, C-5-Me, C-7  
7 160.0 C 
8 28.2 CH2 2.60, 2H, t, 7.4 C-6, C-7, C-9, C-10 
9 27.7 CH2 1.64, 2H, m C-7, C-10 
10 29.0 CH2 1.32, 2H, m C-11, C-12 
11 29.1 CH2 1.25, 2H, m C-10, C-12 
12 22.6 CH2 1.28, 2H, m C-13 
13 31.7 CH2 1.27, 2H, m C-14 
14 14.1 CH3 0.90, 3H, t, 6.8 C-12, C-13 
5-Me 10.4 CH3 2.12, 3H, s C-4, C-5, C-6 
 






































 第 1章、第 1節の 4-4-1に示した 1部の菌株を使用した。 
検定菌 
グラム陽性細菌   
Bacillus subtilis KB211 (ATCC 6633)  
Kocuria rhizophila KB212 (ATCC 9341)  
グラム陰性細菌   
Escherichia coli KB213 (NIHJ)  
Xanthomonas oryzae pv. oryzae KB88 
酵母   
Candida albicans KF1 (ATCC 64548)  
糸状菌   
Mucor racemosus KF223 (IFO4581)  
 
4-1-2 Mumiamicinの細胞毒性試験 
第 1章 第 1節の 4-1-2と同様のものを使用した。 
 
4-1-3 Mumiamicinの hydroxyl radical (•OH) および singlet oxygen (1O2)に対する抗酸
化効果 
5,5-dimethyl-1-pyrroline N-oxide (DMPO)    Labotec, Tokyo, Japan 
4-Hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl (TEMPOL)    Sigma-Aldrich, Saint 
   Louis, MO, USA 
X-band ESR Spectrometer       JEOL, Tokyo, Japan 
JES-FA-100         JEOL, Tokyo, Japan 
Laser power meter        PAX Co. Ltd., Sendai, Japan 
2,2,5,5-tetramethyl-3-pyrroline-3-carboxamide (TPC)    Sigma-Aldrich, Saint 




第 1章 第 1節の 4-2-1と同様の方法で行った。 
 
4-2-2 Mumiamicinの細胞毒性試験 
第 1章 第 1節の 4-2-2と同様の方法で行った。  
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4-2-3 Mumiamicinの hydroxyl radical (•OH) および singlet oxygen (1O2)に対する抗酸
化効果 
 •OHの捕捉および 1O2消光アッセイは、Katsuda et al66)の方法に順じて行った。 
 
 •OH捕捉アッセイでは、非平衡大気圧プラズマ装置を使用した。 3 kVの正弦波交流
電圧ジェット発生装置に接続し、3 L/min の流量のヘリウムガスを大気圧の供給ガスと
して用いた。純水に溶解した 1 mMの mumiamicinと 300 mMの 5,5-ジメチル-1-ピロリ
ン N-オキシド（DMPO）を含む反応混合物の一部（500 µL）にプラズマジェットを 30
秒間照射した。 DMSO（終濃度 3.5 M）および純水をそれぞれ陽性対照および陰性対照
として用いた。標準試料として 4-ヒドロキシ-2,2,6,6-テトラメチルピペリジン-1-オキシ
ル（TEMPOL）（5 µM）を用いて、DMPO-OHの濃度を算出した。なお、マンガンイオ
ンの ESR スペクトルを内部標準として用いた。ESR (X-band ESR Spectrometer; 
JES-FA-100) の測定条件は、掃引磁場, 331.92–341.92 mT; 変調周波数, 100 kHz; 変調
幅, 0.1 mT; 掃引時間, 2 分; 時定数, 0.03 秒; マイクロ周波数, 9.420 GHz; マイクロ波
出力, 4 mWで行った。 
 
 1O2 消光アッセイのために、1O2をローズベンガルのレーザー照射によって生成させ
た。 ネオジウムヤグレーザー（波長 532 nm）と二次高調波発生を備えたレーザー装置
を使用し、出力パワーは40 mWに設定した。 2 mMのmumiamicinおよび50 mM 2,2,5,5-
テトラメチル-3-ピロリン-3-カルボキサミド（TPC）を含む 200 μLの反応混合物を含む
セミマイクロキュベットおよび 10 μMのローズベンガルをセットし、約 5×5 mmの混合
物面積にレーザーを照射した。放射照度は 160 mW/cm2で行い、キュベットの光路は 10 
mmに設定した。Mumiamicinを 100 μLの純水に溶解し、TPCとローズベンガルを 100 
μLのリン酸緩衝液（pH7.0）に溶解した。陽性対照は 2.5 mM NaN3で、陰性対照は純水
に設定した。レーザー照射後、試料を石英セルに移し、ESRスペクトルを X-band ESR 
Spectrometer (JES-FA-100)で記録した。 ESRの測定条件は、掃引磁場, 330.50–340.50 
mT; 変調周波数, 100 kHz; 変調幅, 0.05 mT; 掃引時間, 2 分; 時定数, 0.03 秒; マイク
ロ周波数, 9.420 GHz; マイクロ波出力, 4 mWで行った。 TPC酸化により生成された






 Mumiamicinの抗菌活性試験は 10  µgのmumiamicin を 6 mm ペーパーディスクに染
み込ませ、活性評価したところ、弱いながら B. subtilis ATCC 6633, K. rhizophila ATCC 
9341および E. coli NIHJに対し、9, 9 および 7 mmの阻止円を形成した。しかし、X. 
campestris pv. oryzae KB 88, C. albicans ATCC 64548 および M. racemosus IFO4581
には 10 µg/diskでも活性を示さなかった。 
 
4-3-2 Mumiamicinの細胞毒性試験 
 HeLa S3 および Jurkat cellsを用いて細胞毒性試験を行ったが、100 µMにおいて細
胞毒性を示さなかった。 
 
4-3-3 Mumiamicinの hydroxyl radical (•OH) および singlet oxygen (1O2)に対する抗酸
化効果 
 ESR分析で、mumiamicinが•OHの捕捉および 1O2消光活性を有していることがわか
った(Fig. 4-1)。•OHに対する 1mMの mumiamicinのラジカル捕捉活性は陽性対照であ
る 3.5 M DMSOよりも強かった。同様に、1O2に対する 2 mMの mumiamicinを用いた
















Fig. 4-1. Mumiamicinの hydroxyl radical (•OH) および 
    singlet oxygen (1O2) に対する抗酸化効果結果 
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第 2節 Tatemasporineに関する研究 
 
 近年、ユニークな生物活性を示すアルカロイドが微生物の二次代謝産物として多く単
離されている。例として、indolocarbazole骨格を持つ staurosporine (Fig. 1)は微生物が
生産する大変有名なアルカロイドである。Staurosporine は 1977 年に土壌分離放線菌
Lentzea albida AM 2282T の培養液から発見された最初の indolocarbazole 化合物であ





承認された 69)。Staurosporine およびその類縁体は Streptomyces sp. FMA70)および 
Actinomadura sp. strain 00771) などの海洋分離放線菌からも単離されている。以上のこ





















第 2章、第 2節 1-1-1 (P 54) で使用した菌株と同様のものを使用した。 
 
1-1-2 培養液サンプルの調整 
第 2章、第 1節 1-1-3で記した方法で行った。 
 
1-1-3 LC/UV-MS 解析 
第 2章、第 1節 1-2-1で記した方法で行った。 
その結果、第 2章第 1節 1-2の Fig. 1-1 (P 57) で示した 2番のサンプルを選択した。 
 
1-2 結果および考察 
1-2-1 Actinomycetospora sp. YM25-058 株の培養液抽出物の LC/UV-MS解析 
 作製した培養液抽出物 135 サンプルを LC/UV-MS 解析したところ、
Actinomycetospora sp. YM25-058 株 (Y19-2 培地) の培養液抽出物に含まれる物質
(17.8 分)の物理化学的性状を得た。YM25-058 株が生産する化合物は、[M+H]+ m/z 
265.0973 が検出され、UV 極大吸収を 225, 255, 288, 313, 381, および 401 nm に示

































カラム：Inartsil ODS 3.0φ× 250 mm、移動相：5% MeOH / 2 mM ammonium acetate（0-5 
min）、5-100% MeOH / 2 mM ammonium acetate（5-35 min）、流速：0.5 mL / min、 
カラム温度：40 ℃、イオン化：ESI-positive、検出m/z：100-2000 
  
Fig. 1-1. YM25-058 株を Y19-2培地で培養した時の LC/UVチャート (a) 












Preparative HPLC chart 
2. Actinomycetospora sp. YM25-058株 が生産する二次代謝産物の精製 
2-1 Actinomycetospora sp. YM25-058株の生産培養 
 Actinomycetospora sp. YM25-058 株は 301 seed培地で培養し、凍結ブロスとして保
存し、本菌株の生産培養に使用した。前培養では、凍結ブロスを 500 mL三角フラスコ
に 100 mL入れた 301 seed培地に 1%植菌し、210 rpm、27°C で 7日間培養した。生




 Tatemasporineの精製スキームを Fig. 2-1に示した。培養液 (15 L) に等量の EtOHを
加え抽出後、3,000 rpmで 10分間遠心分離した。その上清に 105 Lの水道水を加え、
Diaion HP-20 (100 i.d. × 250 mm) に供した。水でカラムを洗浄後、100% MeOHで溶出
した。100% MeOH Fr.を減圧下で濃縮後、1N NaOHを用いて pH 8に調整し、6.0 Lの
酢酸エチルを用いて抽出した(2.644 g)。酢酸エチル層に 0.1%ギ酸水溶液 2.0 Lを加え、
分液した。水層を 1N NaOHで pH 8に調整し、6.0 Lの酢酸エチルでアルカロイド抽出
した(1.079 g)。同様に、液液分配をもう一度行い、粗精製物 287.4 mgを得た。最終的




















 Tatemasporineの物理化学的性状はTable 3-1にまとめた。この化合物はMeOH, EtOH, 
CHCl3, Acetone および pyridineにとけ、 H2O, CH3CN および n-hexaneには溶解せず、
222 (43000), 250 sh (21000), 284 (15300), 323 (13100), 399 sh (17000) および 421 
(36400) nm に UV極大吸収を示した。3436 cm−1 にブロードな IR 吸収 があることか
ら、水酸基の存在が確認された。 
 



















より、分子式 C16H12N2O2 と決定された ([M+H]+ ion at m/z 265.0973 (consistent with a 
calculated value of 265.0977 for C16H13N2O2))。  
 DMSO-d6中で測定した 1H NMRおよび 13C NMR のスペクトルデータは Table 3-2に
示した。 1H NMR および HSQC より１つの sp3 methylene および 8 つの sp2 
methinesの存在が示唆された。13C NMR および HSQC より、16つの carbonsが観測
され、それぞれ１つの carbonyl carbon, １つの sp3 methylene carbon, 8 つの sp2 
methin carbonsおよび６つの sp2 tetrasubstituted carbonsに分けられた。 1H NMR お
よび 1H-15N HSQC より、1つの secondary amide protonの存在が示唆された (Table 
3-2 および S2-2-4)。 
 1H-1H COSYより、C-3/C-6およびC-9/C-10の 2つの部分構造が示された (Fig. 3-1)。
1H-13C HMBC解析の結果、H-1 から C-2 および C-7; H-3 から C-2 および C-7; H-4 
から C-2; H-5 から C-7; H-6 から C-2 および C-7に相関が見られたことにより、部
分構造(a)が確認され、部分構造(b)は、H-9からC-16, H-10 から C-8, C-12 および C-15; 
H-12 から C-10, C-13, C-14, C-15 および C-18; H-14 から C-12, C-15, C-16 および 
C-18; H2-18 から C-12 および C-14に相関が出たことにより確認された。これら部分
構造(a), (b)および残りの 1つの carbonyl 炭素から 4つの推定構造①〜④を導いた(Fig. 
3-1)。 
 続いて、部分構造(a)および(b)は 1H-13C HMBCのシグナルが H-1から C-16; H-6 から 
C-8 および H-9 から C-7に観測されたことにより、(a)および(b)は 8および 16位で結
合することが示され、推定構造③および④は除外された。また、残っていた 17 位のカ
ーボンは 166.6 ppmを示し、1H-15N HSQCより、1つの secondary amide protonの存
在が示唆されていることから 17 位はアミドカーボンであることが示された。さらに
1H-15N HMBC より、H-3 から N-1 にシグナルが観察され(Fig. S2-2-6)、最終的に、1H 








































Structure R1 NH, R2 C=O
Structure R1 C=O, R2 NHStructure  
Structure  



































































: 1H selective ROESY 
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3-3 Tatemasporineの生物活性 










 第 1章、第 1節と同様の方法で行った。 
 
4-2 結果 
 YM25-058 株の各培地における培養性状を Table 4-1にまとめた。ISP 2, ISP 6 およ
び Maltose-BENNETT’S medium (0.1% yeast extract, 0.1% beef extract, 0.2% N-Z 
amine, 1.0% maltose, 1.5% agar, distilled water, pH 7.3) でよく生育した。コロニーカラ
ーはうす黄色からオレンジ色のコロニーを呈した。気菌糸はどの培地でも着生し、電子
顕微鏡による形態観察では胞子鎖を形成することが観察された(Fig. 4-1)。化学分類では、
YM25-058株は細胞壁にジアミノ酸としてmeso-diaminopimelic acid を含み (Fig. 4-2)、
全菌体糖として glucose, galactose, arabinose および riboseを持つ (Fig. 4-3)。主要メ
ナキノンはMK-8(H4)であり (Fig. 4-4)、PE, OH-PE, DPG および PCが検出された (Fig. 
4-5)。YM25-058株 からほぼ全長である 1,462 bpの 16S rRNA遺伝子塩基配列の情報
が得られた。この塩基配列にもとづき、BLAST 検索により近縁種を検索したところ、
Actinomycetospora straminea IY07-55T株 72)と 98.97% の相同性を示した (Fig. 4-6)。以
上の結果より、YM25-058株は Actinomycetospora属に属すると決定した。 
 
  Table 4-1. YM25-058株の各培地における 3週間目の培養性状 
 
Growth Colony color Aerial mycelium 
ISP2a Good Yellow orenge (3la) ＋ 
ISP3a Moderate Pale yellow (2ga) ＋ 
ISP4a Moderate Pale yellow orange (3ga) ＋＋ 
ISP5a Moderate Pale yellow (2ga) ＋ 
ISP6a Good Yellow orenge (3ia) ＋ 
ISP7a Moderate Bamboo (2fb) ＋ 
YSa Moderate Dull.Y.orange (3ia) ＋ 












































































展開溶媒：メタノール : H2O : 10 M HCl : ピリジン = 32 : 7 : 1 : 4 
Fig. 4-2. YM25-058 株の DAP解析  
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展開溶媒：ブタノール : ピリジン : dH2O: トルエン = 10 : 6 : 6 : 1 
































Fig. 4-4. YM25-058 株のメナキノン解析 
 
  
LC-MS条件：Separations Module, 2795: Waters, Photodiode Array Detector, 2996: Waters, Micromass ZQ, 
ZQ2000: Waters、カラム pegasil ODS 2.0φ× 50 mm、移動相 メタノール: イソプロパノール = 7: 3、流速 0.2 
mL/min、カラム温度 20ºC、検出 UV 270 nm、inject 量 1 µL、ニードル電圧 2,000 V、リングレンズ電圧 15 V、










































   1次元目：クロロホルム : メタノール : dH2O = 10 : 5 : 1 
   2次元目：クロロホルム : 酢酸 : メタノール : dH2O = 40 : 7.5 : 6 : 2 


























































































第 3節 まとめ 
 第 1節では新規フラン脂肪酸である mumiamicinを単離した。 
 北里大学釜石研究所で分離された株から、27株を選択し、5種類の生産培地で培養し
た 135 サンプルの培養液抽出物を作製した。135 サンプルを LC/UV 解析を行い、培地
依存的なピークや培地成分でないピークが見られた 5 サンプル 7 ピークを選択し、
LC/MS 解析を行った。これら 7 ピークの中で YSP-2-79 株を Y19-2 で培養した培養液
抽出物に注目した。YSP-2-79株の Y19-2培地での培養液抽出物に含まれる LC/UVで溶
出時間 31.8分の化合物は、[M+H]+ m/z 251.1648、322 nmに UV極大吸収を示した。こ
の解析データを Dictionary of Natural Productsで検索結果、該当する化合物がないこと
から新規物質 (後に mumiamicinと命名) と推定された。 
 Mumiamicinの取得を目的に、大量培養を行い、Diaion HP-20、シリカゲルおよび ODS
によるクロマトグラフィーで粗精製を行い、最終的に HPLCで分取した。その結果、培
養液 10 L からmumiamicinを 7.8 mg 得た。MSおよび NMR 解析の結果、脂肪鎖にフ
ラン環を有する新規フラン脂肪酸であった。よって生産菌の属名より mumiamicin と命
名した。 
 本化合物は、B. subtilis ATCC 6633, K. rhizophila ATCC 9341および E. coli NIHJに対
し、10  µg/diskで抗菌活性を示した。また ESR分析より、mumiamicinの •OHに対す
るラジカル捕捉活性は終濃度 1 mM陽性対照である 3.5 M DMSOよりも強かった。同様
に、1O2に対する 2 mMの mumiamicinを用いたラジカルの消光活性は、2.5 mM NaN3
よりも強力であった。 
 
 第 2節ではインドリジンとキノリンが結合した新規骨格である tatemasporineを単離
した。 
 第 1節で述べた同様のサンプルの中でYM25-058株をY19-2培地で培養した培養液抽
出物に注目した。YM25-058 株の Y19-2 培地での培養液抽出物に含まれる LC/UV で溶
出時間 17.8分の化合物は、 [M+H]+ m/z 265.0973、225, 255, 288, 313, 381および 401 
nm に UV極大吸収を示した。この解析データを Dictionary of Natural Productsで検索
結果、該当する化合物がないことから新規物質 (後に tatemasporine と命名) と推定さ
れた。 
 Tatemasporineの取得を目的に、大量培養を行い、Diaion HP-20および酸塩基による
液液分配で粗精製を行い、最終的に HPLC で分取した。その結果、培養液 15 L から
tatemasporineを 5.0 mg得た。MSおよび NMR解析の結果、キノリンにインドリジン
が結合した新規骨格であった。よって本化合物を生産菌の分離源である千葉県の館山市























Iminimycin A Iminimycin B 
Nanaomycin F Nanaomycin G 
Nanaomycin H 






 このライブラリーを用いた PCスクリーニングにより、nanaomycin F, G, H (Fig. 1)お












Fig. 1. Nanaomycin F, G, Hの構造 
Fig. 2. Iminimycin A, Bの構造 
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No. Strain m/z Rt Producing compound 
1  Streptomyces sp. AM-2504  429  36.5-37  Dityromycin 
2  Streptomyces sp. KP-2324  867  40-41.5  Tubercidin 
3  Streptomyces sp. OS-1993  239.000-239.140  29.5-30.5  Chloramphenicol 
4  Streptomyces sp. NA-337  199.001-199.124  30.5-31  NA-337 
5  Streptomyces hygroscopicus AM-3672  520.627-520.904  35.48, 35.93  Herbimycin A 
6  Streptomyces herbaceus AM-3279  619.4  34.4  9-β-D-Arabinofuranosyladenine (AraA)  659.247-659.461  34.3, 34.51 
7  Streptomyces sp. OM-0704  497  34.13  Diazaquinomycin A 
8  Streptomyces sp. MA-0023  737.117-737.261  31-32  Globopeptin 
9  Streptomyces hygroscopicus KM-11026 
 371.008-371.151  30-31 
　  444.931-445.171  21-22 
 513.996-514.262  18.15 
10  Streptomyces sp. AC-1978  258.982-259.140  25-25.5  Takaokamycin 
11  KM12-593  524.111-524.301  24.5-25.5 　 
12  Streptomyces sp. AM-7650  470  28.06 　  566.126-566.463  35-36 
13  Streptomyces sp. AM-4900  335.130-335.241  34-35 　 
14  Streptomyces sp. KP-2395  630  37.0-37.4  Xanthohumol 
15  Streptomyces sp. AM-3468  420.262-420.329  37.5-38.5  BA-17039A 
16  Streptomyces sp. AM-9225  487.100-487.292  32-33 　 
17  Streptomyces sp. SA-2189  199.005-199.117  29-30 　 
1. 新規物質探索に用いる菌株および培養液サンプルの選定 
1-1 新規物質探索に用いる菌株の選定 
 精製候補化合物は北里微生物資源ライブラリーに含まれている放線菌 344 株を用い
て収集した 51 培地の培養液抽出物の  LC/MS データから主成分解析ソフト 




性情報 (m/z 値、組成式、HPLC 溶出時間及び UV 極大吸収値など) を Dictionary of 




 主成分解析を行った結果、Table 1- 1に示した 17の菌株の培養液から 21ピークが新
規物質と推定された。この 21ピークからまず、dityromycin74)生産菌として登録された
Streptomyces sp. AM-2504株から標的物質の単離精製を行った。選択した培養液抽出物
を LC/MS 解析し、Streptomyces sp. AM-2504 株の培養液抽出物に含まれる物質の物
理化学的性状を得た。AM-2504 株が生産する溶出時間 36.5 分の化合物は、[M+H]+ m/z 
429.2395 および [M+Na]+ m/z 451. 2243が検出され、UV 極大吸収を 240, 332 nm に
示した (Fig. 1-1) 。この物質の物理化学的性状を Dictionary of Natural Productsで検索
した結果、該当する化合物がないことから、新規物質と推定した。 
 




































カラム：Inartsil ODS 3.0φ× 250 mm、移動相：5% MeOH / 2 mM ammonium acetate（0-5 
min）、5-100% MeOH / 2 mM ammonium acetate（5-35 min）、流速：0.5 mL / min、 
カラム温度：40 ℃、イオン化：ESI-positive、検出m/z：100-2000 
 
Fig. 1-1. AM-2504株を 51培地で培養した時の LC/UV-MS チャート(a) 










2. Streptomyces sp. AM2504株 が生産する二次代謝産物の精製 
2-1 Streptomyces sp. AM2504株の生産培養 
 Streptomyces sp. AM2504株は 301 seed 培地で培養し、凍結ブロスとして保存し、
本菌株の培養に使用した。前培養では、凍結ブロスを 500 mL容三角フラスコに 100 mL
入れた 301 seed培地に 1%植菌し、 210 rpm、27°C で 3日間培養した。生産培養では
51培地, 60 L (Jar 培養装置 3基)、に前培養で得られた種培養液を 1%植菌し、210 rpm、
27°Cで 7日間 Jar培養した。 
 
2-2 Virantmycin B および Cの単離精製 
 Virantmycin B および Cの精製スキームを Fig. 2-1に示した。培養液 60 Lを 12,000 
rpm, 10分で遠心分離後、その上清を Diaion HP-20 (100 i.d. × 80 mm) に供した。30% 
MeCN水溶液で洗浄後、60% MeCN水溶液で溶出させ、減圧下で濃縮後、目的物質を含
む粗精製物(11 g)を得た。この粗精製物を silica gel FL100D (65 i.d. × 90 mm) に供し、
CHCl3/MeOH (100:0-1, 100:0-2, 50:1-1, 50:1-2, 10:1-1, 10:1-2, 1:1-1, 1:1-2 および
0:100 (v/v), 1.5 Lずつ)で 9つのフラクションに段階溶出した。100:0-2 および 50:1-1
フラクションを合わせ濃縮乾固させ、1,134 mg得た。続いて、ODS column (30 i.d. × 
100 mm)に供し、40% MeCN水溶液で洗浄後、60%MeCN水溶液で溶出した。 このフ
ラクションを減圧濃縮し、少量のMeOHに溶かし、MeOH可溶部を HPLC 分取した。
26-27および 28-32分のピークを回収し、目的物質である virantmycin Bおよび Cをそ
れぞれ 24 mg, 27 mg得た。  
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 Virantmycin Bおよび Cの精製スキーム 
 





3. Virantmycin Bおよび Cの物理化学的性状および構造解析 
3-1 Virantmycin Bおよび Cの物理化学的性状 
 Virantmycin Bおよび Cの物理化学的性状を Table 3-1に示した。IR吸収がそれぞれ
1604 および 1608 cm-1 にが見られ、アミドの存在が示唆された。化合物の溶解性は双
方MeOHおよび CHCl3に溶け、H2Oには溶けなかった。 
 












3-2 Virantmycin Bの構造解析 
 Virantmycin Bは白色粉末で得られ、HR-ESI-MSおよび NMRスペクトルデータより、
分子式 C24H32N2O5 と決定された([M+H]+ ion at m/z 429.2395 (calculated value for 
C24H33N2O5, 429.2390))。 
 CDCl3中で測定した 1H NMRおよび 13C NMR のスペクトルデータをTable 3-2に示し
た。1H NMR および HSQC より 1つの sp3 methine、6つの sp3 methylenes、1つの
methoxyを含んだ 4つの methylおよび 3つの sp2 methinesの存在が示唆された。 
 13C NMR および HSQC より 24 の carbonが観測され、それぞれ 3つの sp2 methines 
carbons、7 つの sp2 tetra substitued carbons、2 つの carbonyl carbons、5 つの sp3 
methylene carbons、1つの sp3 oxygeneted methylene carbon、３つのmethyl carbons、
１つの methoxy carbon、1つの oxygeneted sp3 methineおよび 1つの 57.6 ppmを示す
ヘテロ原子が結合した sp3 quatenary carbonに分けられた。 
 1H-1H COSYより、C-5/C-6, C-8/C-9, C-11/C-12 および C-3’/C-4’のつながりが観測
されたことから、4つの部分構造が示された(Fig. 3-1)。HMBC解析の結果、H-2 から C-4, 
C-6, C-7 および C-8; H-5 から C-1および C-3; H-6 から C-2, C-4 および C-7; H2-8 
から C-2, C-3, C-4, C-9 および C-10; H-9 から C-3, C-8, C-10 および C-16; H2-16 
から C-9, C-10, C-11 および C-19; H3-19 から C-16; H2-11 から C-9, C-10, C-12, 
C-13 および C-16; H2-12 から C-11, C-13, C-14 および C-17; H3-15 から C-13, 
C-14 および C-18; H3-17 から C-12, C-13 および C-14; H3-18 から C-13, C-14 およ
び C-15にシグナルが観測されたことより、部分構造(a)が確認された(Fig 3-1)。これら
の結果は virantmycin のケミカルシフトから支持される。また、HMBC により H2-3’ か
ら C-1’, C-2’ C-4’ および C-5’; H2-4’ から C-2’, C-3’ および C-5’; 2’-OH から C-1’, 
C-2’ および C-3’ にシグナルが観察されたことから、部分構造(b)であるハイドロキシサ
イクロペンテノン構造が確認された(Fig 3-1)。最終的に、7-NH から C-7, C-1’, C-2’ お




 また ROESY相関が Ha-8/Hb-11, H-9/Ha-12, H-9/Ha-16 および H-9/Hb-16に観察され、
Ha-11/Ha-12; 11.6 Hz および Hb-11/Hb-12; 12.0 Hzのカップリングコンスタントが大き
いことから、virantmycin Bの相対立体化学は C-9および C-10が R*および R*と決定し
た。よって Fig. 3-3(a)に示す構造と決定した。 





3-3 Virantmycin Cの構造解析 
 Virantmycin Cは白色粉末で得られ、HR-ESI-MSおよびNMRスペクトルデータより、
分子式 C24H32N2O5 と決定された([M+H]+ ion at m/z 429.2376 (calculated value for 
C24H33N2O5, 429.2390))。 
 CDCl3中で測定した 1H NMRおよび 13C NMR のスペクトルデータはTable 3-2に示し
た。1H NMR および HSQC より 1つの sp3 methine、6つの sp3 methylを nes、1つの
methoxyを含んだ 4つの methylおよび 3つの sp2 methinesの存在が示唆された。 
 13C NMR および HSQC より 24 の carbonが観測され、それぞれ 3つの sp2 methines 
carbons、7 つの sp2 tetra substitued carbons、2 つの carbonyl carbons、6 つの sp3 
methylene carbons、1つのヘテロ原子が結合した sp3 methine、３つのmethyl carbons、
1 つの methoxy carbon および 1 つの 73.0 ppm を示した oxygeneted sp3 quaternary 
carbonに分けられた。 
 1H-1H COSYより、C-5/C-6, C-8/C-9, C-11/C-12 および C-3’/C-4’のつながりが観測
されたことから、4つの部分構造が示された。HMBC解析の結果、H-2 から C-4, C-6, C-7 
および C-8; H-5 から C-1 および C-3; H-6 から C-2, C-4 および C-7; H-8 から C-2, 
C-3, C-4, C-9 および C-10; H-9 から C-8 および C-16; H2-11 から C-9, C-10, C-12 
および C-16; H2-12 から C-10, C-11, C-13, C-14 および C-17; H3-15 から C-13, 
C-14 および C-18; H2-16 から C-9, C-10, C-11 および C-19; H3-17 から C-12, C-13 
および C-14; H3-18 から C-13, C-14 および C-15; H3-19 から C-16にシグナルが観
測されたことより、部分構造(a)が確認された(Fig 3-2)。また、HMBCにより H2-3’ から 
C-1’, C-2’ C-4’ および C-5’; H2-4’ から C-2’, C-3’ および C-5’; 2’-OH から C-1’, C-2’ 
および C-3’ にシグナルが観察されたことから、部分構造(b)であるハイドロキシサイク
ロペンテノン構造が確認された(Fig 3-2)。最終的に、7-NH から C-7, C-1’, C-2’ および
C-5’に HMBC の相関が観察されたことから、部分構造(a)および(b)が 7-NH を介して結
合することが示された。よって、Fig 3-2に示す構造と決定され、virantmycin Cと命名
した。 
 ROESY相関が Hb-8/H-9, Ha-8/Hab-11, H-9/Ha-16, および Hb-12/Hb-16 に観察され、
Ha-11/Ha-12; 12.3 Hz および Hb-11/Hb-12; 12.5 Hzのカップリングコンスタントが大き
いことから、virantmycin Cの相対立体化学は C-9および C-10が S*および R*と決定し
た。よって Fig. 3-3(b)に示す構造と決定した。 
 Virantmycin C の生合成は virantmycin B と同様の合成経路であると推測できる。
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4.  Virantmycin Bおよび Cの生物活性評価 
4-1 方法および結果 
4-1-1  Virantmycin Bおよび Cの抗菌活性試験 
 抗菌活性試験は第 2章第 1節 4-1-1 (P 28) に示した検定菌を用いて 6 mmペーパーデ
ィスクを用いて評価した。その結果、virantmycin Bは B. subtilis ATCC 6633 および M. 
racemosus IFO 4581 に 100 µg/diskにおいてそれぞれ 13 mmおよび 9 mmの阻止円を
示した。Virantmycin Cは B. subtilis ATCC 6633および M. racemosus IFO 4581 に 30 
µg/disk においてそれぞれ 10 および 9 mm の阻止円を示した。しかし、virantmycin B
および Cはそれぞれ K. rhizophila ATCC 9341, E. coli NIHJ, X. oryzae pv. oryzae KB88 
および C. albicans ATCC 64548に 100 µg/diskにおいて阻止円を示さなかった。 
 
4-1-2  Virantmycin Bおよび Cの細胞毒性試験 
 細胞毒性試験は第 1章第 1節 4-1-2 (P 29) に示したガン細胞株を用いて行った。しか




R1 R2 R3 R4 
Mangromicin D -CH2CH2CH3 -CH2OH -H -CH3 
Mangromicin F -CH2CH3 -CH2OH -H -CH3 
Mangromicin G -CH2CH2CH3 -CH3 -H -CH2OH 
Mangromicin H -CH2CH3 -CH3 -H -CH3 
Mangromicin I -CH2CH3 =CH2 -OCH3 -CH3 
Mangromicin A Mangromicin B 
Mangromicin C Mangromicin E 
R1 R2
K10-0216 KA -OH -H
K10-0216 KB ーOー
第 2節 Pyrizomicin A および Bに関する研究 
 
 大村創薬グループでは、希少放線菌 Lechevalieria aerocolonigenes K10-0216株の培
養液より、新規物質 mangromicin A〜I (Fig. 1)、K10-0216 KAおよび KB (Fig. 2)78) を報
告している。Mangromicin は、tetrahydrofuran および 5, 6-dihydro-4-hydroxy-2-pyrone
を有し、炭素のみで構成された pentadecane 骨格を形成するユニークな化合物である。
Mangromicinは抗トリパノソーマ活性およびラジカル消去活性が報告されている。また、
mangromicin Aの全合成研究は Takada et al79)によって達成された。 
 K10-0216 KAおよび KBは、ステロイド骨格を有する化合物であり、K10-0216 KBは
3T3-L1 脂肪細胞における脂肪蓄積阻害活性は陽性対照である testosterone よりも強い
阻害活性を示した。 
 Mangromicinや K10-0216 KA, KBなどのユニークな天然物は PC screeningによって
発見されている。さらに今回 Lechevalieria aerocolonigenes K10-0216 株より PC 





















Fig. 2. K10-0216 KAおよび KBの構造 
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カラム：Inartsil ODS 3.0φ× 250 mm、移動相：5% MeOH / 2 mM ammonium acetate（0-5 min）、5-100% 
MeOH / 2 mM ammonium acetate（5-35 min）、流速：0.5 mL / min、 
カラム温度：40 ℃、イオン化：ESI-positive、検出m/z：100-2000 
 
1. Lechevalieria aerocolonigenes K10-0216株を用いた PC screening 
1-1 スクリーニング方法および結果 
 前任者による mangromicin の培養検討により、スターチおよびドライイーストが
mangromicinの生産に大きく影響することが示された 44)。そこで、mangromicin類の大
量取得のために 58 培地 (5.0% soluble starch (Wako), 0.5% glycerol (Wako), 1.0% 
defatted wheat germ (Nisshin Pharma, Tokyo, Japan), 1.0% dry yeast (JT Foods, Tokyo, 
Japan) および 0.3% CaCO3)にて培養を行った。この培養液を用いて PC screeningを
行った。 
 生産培養において、mangromicin類以外のピーク(Rt. 30分)が確認された (Fig. 1-1)。
Rt. 30分のピークの物理化学的性状を測定したところ、[M+H]+ m/z 365.1456が観測さ
れ、分子式は C18N24N2O4Sと推定し、215, 245および 307 nm に UV極大吸収を示した 






















Fig. 1-1. K10-0216株を 58培地で培養した時の LC/UVチャート(a)、 




1-2 Lechevalieria aerocolonigenes K10-0216株の培養および pyrizomicinの精製 
1-2-1 Lechevalieria aerocolonigenes K10-0216株の培養 
 2013年 7月 25日に-20°Cで保存されていた 301 seed グリセロールストックを用い
て本菌株の培養を行った。なお、本実験では、前培養に 301 seed 培地、生産培養に 58
培地を用いた。 
 前培養では、グリセロールストックしておいた K10-0216 株培養液を 301 seed 培地 
100 mLに 1%植菌し、210 rpm、27°Cで 5日間振盪培養を行った。生産培養では、58
培地 120〜130 mLを分注した 500 mL 容三角フラスコ 120本に前培養で得られた種培
養液を 1%植菌し、210 rpm、27°Cで 8日間振盪培養した。 
 
1-2-2 Pyrizomicinの単離精製 
 Pyrizomicin AおよびBの精製スキームをFig. 1-2に示した。生産培養開始から8日後、
培養液に等量の EtOH (15 L) を加えて培養を停止し、メカニカルスターラーを用いて 2
時間撹拌した。その後、Sharples遠心分離機を用いて 12,000 rpmで 10分間遠心分離し、
上清を回収した。続いて EtOHを留去後、水層を酢酸エチルで 3回抽出した。酢酸エチ
ル層を回収しエバポレーターにて濃縮乾固することで酢酸エチル粗精製物を 7.99 g 取
得した。この粗精製物を flash chromatography にて silica gel 60N (60 i.d. × 200 mm; 
Kanto Chemical co., Inc., Tokyo, Japan) に供し、n-hexane-EtOAc-CHCl3-MeOH系にて
分画した  (20:1:0:0, 10:1:0:0, 5:1:0:0, 1:1:0:0, 0:0:50:1, 0:0:20:1, 0:0:10:1, 0:0:5:1, 
0:0:2:1, および 0:0:0:100 (v/v), 2.0 Lずつ)。溶出画分 (0:0:5:1および 0:0:2:1) を減圧下
乾固することで目的物質を含む画分を 1.38 g得た。最終的に一部 (100 mg) をHPLC（カ
ラム : Inertsil ODS-4 14φ x 250 mm, カラム温度 : 40 °C, 移動相 : 80% methanol aq + 
0.1% formic acid, 流速 : 9.3 mL/min, 検出 : UV 220 nm）により溶出時間 12.2 および 






































Fig. 1-2. Pyrizomicin Aおよび Bの精製スキーム (a) と分取チャート (b) 
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2. Pyrizomicin Aおよび Bの物理化学的性状および構造解析 
2-1 Pyrizomicin Aおよび Bの物理化学的性状 
 第 1章, 第 1節の 3-1 (P 20) に示した方法で行った。 









2-2 PyrizomicinAおよび Bの構造解析 
 Pyrizomicin Aは黄色の油状化合物として得られ、HR-ESI-MS および NMRスペクト
ルデータにより、分子式 C18H24N2O4S と決定された ([M+H]+ ion at m/z 365.1525 
(calculated value for C18H25N2O4S, 365.1535))。  
 CD3OD中で測定した 1H NMRおよび 13C NMR のスペクトルデータおよび類縁化合
物WS75624 Aの論文中の報告値を Table 2-2に示した。1H NMR および HSQCより 1
つの sp3 methine, 4つの sp3 methylene, 2つの methoxy を含んだ 4つの methyl およ
び 2つの sp2 methineの存在が示唆された。 13C NMR およびHSQC より 18 の carbon
が観測され、それぞれ 2つの sp2 methine carbons、6つの sp2 tetrasubstituted carbons、 
1つの carbonyl carbon、 4つの sp3 methylene carbons、1つの sp3 methin carbon、 2
つの methyl carbons および 2つのmethoxy carbonsに分けられた。 
 1H-1H COSYより C-1”/C-4”および C-5”/C-6”のつながりが観測されたことから 2つの
部分構造が示された(Figure 2-1)。 HMBC 解析の結果、H-3から C-4, C-5 および C-7; 4
位の O-Meから C-4; 5位の O-Meから C-5; H-5’ から C-6, C-2’ および C-4’に相関が観
測されたことから 4, 5-dimethoxy-6-thiazolyl-picolinic acid 骨格 (pyrizomicin の部分構
造) であることが確認された。また、HMBC により H2-1” から C-2” および C-3”; H2-2” 
から C-1”, C-3” および C-4”; H2-4” から C-2”, C-5” および C-6”; H-5” から C-4” お
よび C-6”; H3-6” から C-4”, C-5” および C-6” に相関が観測されたことより、メチレン
鎖が決定された。最終的に HMBC より、H-1” および H-2” から C-2’ にシグナルが観
察されたことから、4, 5-dimethoxy-6-thiazolyl-picolinic acid 骨格とメチレン鎖は 2’ 位
で結合することがわかった。以上より、Fig. 2-1に示した構造と決定され、pyrizopmicin 
Aと名付けた。Pyrizomicin Aは、WS75624 A のメチレン鎖から水酸基が無くなった構
造であると考えられ、4, 5-dimethoxy-6-thiazolyl-picolinic acid 骨格は WS75624 A80) の
ケミカルシフトからも裏付けされる。さらに C-5”のケミカルシフトもWS75624 Aと異
なることが確認された (Table 2-2)。 
 
 Pyrizomicin Bは黄色の油状化合物として得られ、HR-ESI-MS および NMRスペクト
ルデータにより、分子式 C19H26N2O4S と決定された ([M+H]+ ion at m/z 379.1685 
(calculated value of C19H27N2O4S for 379.1692))。Pyrizomicin Bは分子式および 1H NMR
より、1つのメチレンが増えた pyrizomicin Aの類縁体であると考えられた。ケミカルシ
フトより、5-dimethoxy-6-thiazolyl-picolinic acid 骨格 (2 位から 7 位および 2’位から 5’
位)、ヒドロキシメチル 基 (OMeの 4位および 5位)、1つの カルボニル基 (7位) が確
認された(Table 2-2)。最終的に HR-ESI-MSおよびメチレン鎖の末端がダブレット (0.8 
ppm, 6H)であることから、pyrizomicin Bは 1つメチレン鎖が長くなった構造であると決



















































































 Pyrizomicin Aおよび Bの抗菌活性は 6種の微生物(Bacillus subtilis ATCC 6633, 
Kocuria rhizophila ATCC 9341, Escherichia coli NIHJ, Xanthomonas oryzae pv. oryzae 
KB 88, Candida albicans KF1 および Mucor racemosus IFO 4581)を用い、ペーパーデ
ィスク法(ϕ 6 mm disk, Advantec, Co., Ltd., Tokyo, Japan) にて評価した。微生物の寒天
培地は以下培地を用いた。細菌には nutrient agar (Sanko Junyaku, Co., Ltd., Tokyo, 
Japan) を用い、真菌には 1.0% glucose, 0.5% yeast extract および 0.8% agarで作成し
た培地を用いた。 化合物が含まれたペーパーディスクを各プレートにのせ、X. oryzae 
pv. oryzae KB 88 以外の細菌は37 °C で24 h. 培養し、真菌および X. oryzae pv. oryzae 
KB 88 は 27 °C で 24 - 48 h. 培養した。 
 
3-2 結果 
 Pyrizomicin AおよびBはB. subtilis ATCC 6633, K. rhizophila ATCC 9341, E. coli NIHJ, 
X. oryzae pv. oryzae KB 88 および C. albicans KF1に 12, 15, 14, 14 および 12 mm 
(Pyrizomicin A), 10, 9, 9, 11 および 8 mm (Pyrizomicin B)の抗菌活性を示した。しかし、


















4-1 Pyrizomicin生産菌のゲノム DNA抽出  
 YD培地で 2日培養した K10-0216株培養液 20 mL を、4°C、3500 rpm、10分間遠
心し、上清を捨て集菌した。TE (10 mM Tris、1 mM EDTA、pH 8.0) を 20 mL加えよく
懸濁し、4℃、3500 rpm、10 分間遠心し上清を捨てた。TEを 10 ml加えよく懸濁し 10 
mg/mL lysozyme (SIGMA) を 10 mL 加え室温で 30 分、ゆっくり転倒混和した。さら
に、10 % SDS を 1 mL 加え室温で 5 分 ゆっくり転倒混和した後、70°C で 5 分 静
置し、氷上に 5 分 静置した。5 M potassium acetate を 2.5 mL 加え、氷上に 15 分 静
置した。Phenol/chloroform/isoamyl alcohol 25:24:1 (pH 7.9、nacalai tesque)を 10 mL 加
え、室温で 10 分 ゆっくり転倒混和した。20°C、7000 rpm、10 分間遠心し、上清を
回収した。再び phenol/chloroform/isoamyl alcohol を 10 mL 加え、同様の操作を繰り
返した後、回収した上清に 2 mL の 3 M sodium acetate を加え、0.6 倍量の 2-propanol 
を加え、4°C、7000 rpm、10 分間遠心し、上清を捨てた。沈殿物を 70％ ethanol (4°C) 








(https://antismash.secondarymetabolites.org)で解析した結果、 Fig. 4-1 に示した
PKS-NRPS ハイブリット酵素を含む遺伝子クラスターを pyrizomicinの生合成遺伝子ク
ラスターとして推定した。本生合成遺伝子クラスターはビピリジン化合物である



























Fig. 4-1. Pyrizomicinの生合成遺伝子クラスターおよび推定生合成経路 








































































































































コスミドベクターpOJ446を BamHI（Takara Bio）で消化し、Phenol/chloroform/isoamyl 
alcohol処理後、ethanol沈殿を行った。放線菌ゲノム DNA 約 3-5 gを含む反応液 100 
L（5本）にMboI（Takara Bio）の量をそれぞれ 1, 0.1, 0.01, 0.005, 0.001 Lとなる
ように加え、37℃で 1分間反応させることで DNAを消化した。70 , 15℃ 分で酵素を失活
させた後、電気泳動により DNAが部分的に消化されたサンプルを選択した（Fig. 4-2の
lane 4および 5）。Phenol/chloroform/isoamyl alcohol処理後、ethanol沈殿を行い、アル
カリフォスファターゼ BAPC75（Takara Bio）を用いて 37℃、30分間反応させることで
脱リン酸化を行った。再び Phenol/chloroform/isoamyl alcohol 処理および ethanol 沈殿
を行った。T4 DNA ligase（Takar Bio）を用いて BamHI消化 pOJ446と MboI部分消化
ゲノム DNAとのライゲーションを 16℃、over nightで行った (Fig. 4-3)。ライゲーショ
ン物を ethanol沈殿後、滅菌水 3 Lに溶解させ、Packaging Extract（LAMBDA INN, ニ
ッポン•ジーン）に添加し、室温で 2時間反応させた。反応液に SM buffer（100 mM NaCl, 
8 mM MgSO4·7H2O, 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) および 0.002% (w/v) gelatin per 1L）を
350 L添加することでパッケージング溶液を作製した。E. coli XL1 Blue MRF’（Agilent 
Technologies）の over night cultureを LB培地（0.2% maltose, 10mM MgSO4含有）に
1％植菌し、37℃で 3時間（OD = 0.5）培養した。E. coli XL1 Blue MRF’ 培養液 25 L
にパッケージング溶液 25 Lを添加し、30℃で 30分間培養した。その後、LB 200 L











Fig. 4-2. ゲノム DNAの MboI消化 
M 1 2 3 
3kb 
Fig. 4-3. DNAのライゲーション 
M: 1kb ladder 
1: BamHI消化 pOJ446 
2: MboI部分消化 DNA 
3: 1と 2のライゲーション物 
A M 1 2 3 4 5 6 
3kb 
M: 1kb ladder 
MboI量(L) 
1: 0, 2: 1, 3: 0.1 
4: 0.01, 5: 0.005 
6: 0.001 
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4-4 コスミドライブラリーからの pyrizomicin生合成遺伝子クラスターの探索 
コスミドライブラリーの大腸菌プレート (約 2000 コロニー/枚) 20 枚を用いて、ブ
レート 1枚の全コロニーを LBに回収し、LBで 2回洗浄後、LB 1 mLに懸濁し、コロニ
ー懸濁液を作製した。Pyrizomicin 生合成遺伝子の上流領域を増幅させるプライマー
（pzm-UFおよびpzm-UR）、中流領域を増幅させるプライマ （ーpzm-CFおよびpzm-CR）
および下流領域を増幅させるプライマー（pzm-DF および pzm-DR）(Table 4-1 および 
Fig. 4-4A) を用いて Fig. 4-5(A) の条件で PCR を行うことで、コロニー懸濁液より
pyrizomicin生合成遺伝子の探索を行った。電気泳動により目的のサイズの PCR 産物が
検出されたコロニー懸濁液について、10-4、10-5、10-6倍希釈した後、それぞれ apramycin 




し、BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kitおよびプライマー（pOJ446-BamHI-L
または pOJ446-BamHI-R）を用いて Fig. 4-5(B)の条件で Big Dye反応を行った。得られ
た反応物を用いてシークエンス解析を行うことで、インサートの両端約 500 bp の配列
を決定した。それらの配列をゲノムシークエンスデータから検索することにより、
cosmid 14-9-3には pyrizomicin生合成遺伝子クラスターの中流から下流領域を含めた約

















Fragment A Fragment B Fragment C






Fragment A (23 kb)
pYIK1-pzm2
Fragment A + B
BlnI
pYIK1-pzm3









































Fig. 4-4. (A) スクリーニングに用いたプライマーの位置  
      (B) 取得したコスミドの領域と PCRで増幅させた領域 
        (C) Gibson Assemblyによる prizomicin生合成遺伝子クラスターのクローニング 

































Fig. 4-5. PCR条件 







れたCosmid 14-9-3をScaIとHind III（New England Biolabs）で消化することで fragment 
A を作製した。プラスミド pYIK1 を鋳型とし、プライマー（pYIK1-A-pzm および
pYIK1-B-pzm）を用いて Fig. 4-5(C) で PCRを行うことで pYIK1の PCR産物を作製し
た。Fragment Aと pYIK1の PCR産物を Gibson Assembly85)により Fig. 4-6 の条件で結
合させることにより、pYIK1-pzm1を作製した (Fig. 4-4C)。なお、Gibson Assembly後
のクローニングは、E. coli NEB10-beta chemically competent cells（New England Biolabs）
を使用し、常法に従い行った。次に、K10-0216株のゲノム DNAを鋳型とし、3種類の
プライマーペアー（pzm-fragment B-F & B-R, pzm-fragment C-F & C-R および
pzm-fragment D-F & D-R）を用いて Fig. 4-5(D)の条件で PCR を行い、QIAquick Gel 
Extraction Kit（Qiagen）で精製することで、3種類の PCR産物（fragments B, C およ
び D; Fig. 4-4B）を作製した。pYIK1-pzm1の BlnI（Takara Bio）消化物と fragment B
を Gibson Assemblyで結合させることで pYIK1-pzm2を作製した（Fig. 4-4C）。同様に、
pYIK1-pzm2 の BlnI 消化物を fragment C と結合させることで pYIK1-pzm3 を、
pYIK1-pzm3 の BlnI 消化物を fragment Dと結合させることで pYIK1-pzm4 を作製した
（Fig. 4-4C）。さらに、プライマー（A2297-BstZ17I および B6586-BstZ17I）を用いて
Fig. 4-5Cの条件で PCRを行うことでプラスミド pIJ10702から apramicin耐性遺伝子、
integrase遺伝子および attPを増幅させた。得られた PCR産物と pYIK1-pzm4の BstZ17I
（New England Biolabs）消化産物を Gibson Assemblyで結合させることで pYIK3-pzm4
を作製した。 
 
4-6 orf9 (LuxRファミリー転写制御因子をコードする遺伝子) の発現ベクターの作製 
 K10-0216株のゲノム DNAを鋳型とし、プライマー（orf9-Fおよび orf9-R）を用いて 
Fig. 4-5Cの条件で PCRを行い、orf9を増幅させた。得られた PCR産物とプラスミド






 E. coli DH5/pUB307（kanamycin 耐性 ; 終濃度 25 g/mL）、E. coli ET12567
（chloramphenicol 耐性; 終濃度 25 g/mL）および E. coli NEB10-beta pYIK3-pzm4
（ampicillinおよび apramycin耐性; 終濃度 100および 25 g/mL）の overnight culture
を抗生物質含有 LB培地 10 mLに 1％植菌し、37℃で 4時間培養した。LB培地で 2回
洗浄後、3,000 rpm, 10分間遠心し、上清を捨て、菌体を LB培地 200 Lに懸濁させた。
放線菌 Streptomyces lividans TK24の胞子液を LB培地 500 Lに懸濁させ、50℃で 10
分間ヒートショックさせた。ヒートショックさせた胞子懸濁液に各大腸菌懸濁液を 100 
Lずつ混ぜ、12,000 rpm, 2分間遠心し、上清を捨てた。LB培地 100 Lを加え、10
倍、100倍希釈液を作製し、それらを SFM（2% soybean meal, 2% mannitol, 2% agar, tap 
water）に塗布し、30℃で 16時間培養した。滅菌水 1 mLに nalidixic acid (25 mg/mL) 20 











 接合伝達により pyrizomicin 生合成遺伝子クラスターを導入した菌株およびその対象
株  (S. lividans TK24/pYIK3, S. lividans TK24/pYIK3-pzm4, S. lividans 
TK24/pYIK3-pzm4/pOSV556-luxR) を用いて生産培養を行った。301 seed 培地で 27°C、
300 rpm、3日間培養した菌株を 58培地に 1%植菌し、4日間培養した。その培養液に
エタノールを加え抽出後、LC/UVにて pyrizomicinの生産を確認した。LC/UVは、0.1%
ギ酸を入れた 80%MeOHのアイソクラティックの条件で UV検出を 310 nmに設定し解
析した。標品は培養液から取得した pyrizomicin Aおよび B、K10-0216 株の培養液より
得られた AFA0320を用いた。その結果を Fig. 4-7に示した。S. lividans TK24に空ベク






















カラム：Inartsil ODS 3.0φ× 250 mm、移動相： 80% MeOH / 0.1% HCOOH （0-10 min）、
流速：0.5 mL / min、カラム温度：40 ℃、UV検出：310 nm 
Fig. 4-7. Pyrizomicin生合成遺伝子クラスターの異種発現結果 
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第 3節 まとめ 
 第 1節では virantmycin新規類縁体である virantmycin Bおよび Cを単離した。 
 北里微生物資源ライブラリーに登録されている放線菌の 51 培養液を用いた
MarkerViewによる PC screeningにより、17株、21ピークが選択された。この中で、
Streptomyces sp. AM-2504株の培養液抽出物に注目した。AM-2504株の 51培地培養液
抽出物の溶出時間 36.5分の化合物は、[M+Na]+ 451. 2243、240および 332 nmに UV
極大吸収を示した。この解析データを Dictionary of Natural Productsで検索結果、該当
する化合物がないことから新規物質と推定された。 
 Virantmycin Bの取得を目的に、Jarを用いて大量培養を行い、Diaion HP-20、シリカ
ゲルおよび ODSによるクロマトグラフィーで粗精製を行い、最終的に HPLCで分取し
た。その結果、培養液 60 L から 24 mgおよび 27 mgを得た。MSおよび NMR 解析の
結果、テトラヒドロキノリン骨格およびインドリン骨格を有する化合物であった。本化
合物は北里研究所で単離された Streptomyces nitrosporeus AM-2722 株が生産する
virantmycinと構造が類似していることから、virantmycin Bおよび Cと命名した。 
 Virantmycin B は B. subtilis ATCC 6633 および M. racemosus IFO4581 に 100 
µg/diskにおいてそれぞれ 13 mmおよび 9 mmの阻止円を示した。Virantmycin Cは B. 
subtilis ATCC 6633および M. racemosus IFO 4581 に 30 µg/disk においてそれぞれ 10 
および 9 mm の阻止円を示した。 
 
 第 2節ではチアゾールとピリジンが結合した pyrizomicin Aおよび Bを単離した。 
 Lechevalieria aerocolonigenes K10-0216株は mangromicin A-Iおよび K10-0216 KA
および KBを生産し、mangromicin の生産性向上のため前任者により培養検討が行われ
た結果、スターチおよびドライイーストが mangromicinの生産に大きく影響することが
示された。この培地を用いて PC screeningを行った結果、溶出時間 30分の化合物は、
[M+H]+ 365.1456、215, 250および 306 nm に UV極大吸収を示した。この解析データ
を Dictionary of Natural Productsで検索結果、該当する化合物がないことから新規物質
と推定された。 
 Pyrizomicinの取得を目的に、大量培養を行い、酢酸エチル抽出およびシリカゲルクロ
マトグラフィーで粗精製を行い、最終的に HPLCで分取した。その結果、培養液 15 L か
ら 5.9 mg および 1.3 mg得た。MSおよび NMR解析の結果、チアゾリルピリジン骨格
に脂肪鎖が結合した構造であり、SciFinderで検索した結果、新規物質であった。よって
本化合物を pyrizomicin Aおよび Bと命名した。 
 両化合物は B. subtilis ATCC 6633, K. rhizophila ATCC 9341, E. coli NIHJ, X. oryzae pv. 
oryzae KB 88 および C. albicans KF1に 10 µg/diskで抗菌活性を示した。 




























本研究で得られた新規化合物の一覧を Fig. 1に示した。 
 









生物学的に活性なポリエン大環状ラクタムである lobosamide Aおよび B83)が、海洋由来
のMicromonospora sp. RL09-050-HVF-Aの代謝産物から単離された。Lobosamide Aお
よび Bは、ヒトアフリカトリパノソーマ症の原虫である Trypanosoma brucei (IC50=<10 





第 2章では海洋分離希少放線菌より mumiamicinおよび tatemasporineを取得した。 















第 3章では北里微生物資源ライブラリーより virantmycin新規類縁体である virantmycin 
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される可能性が高いと考えられる。Virantmycin Bおよび Cは dityromycin生産菌として
北里微生物資源ライブラリーに約 40 年間長期保存されていた菌株の培養液から新たに
発見されたものである。また、同じ長期保存菌株の二次代謝産物から nanaomycin 新規
類縁体および iminimycin Aおよび Bが見出されていることから、PC screeningの有用
性とともに北里微生物資源ライブラリーが未知化合物の宝庫であることが検証できた。 
 Pyrizomicin Aおよび Bはピリジン環とチアゾール環をもつ新規物質である。放線菌代
謝産物の中で、チアゾリルピリジン骨格を持つ化合物は karnamicin類、WS 75624類、
AFA0320の 3種の化合物のみであり、その生産菌は全て Pseudonocardiaceae 科に属
する Lechevalieria属放線菌からのみである。この結果は、希少放線菌に焦点を当て探索
しなければ得られない結果であると言える。1つの菌株からサイクロペンタデカン骨格
の mangromicin 類 9化合物およびステロイド化合物 K10-0216 KA, KBと同一の生産株
L. aerocolonigenes K10-0216から今回新たにピリジン環とチアゾール環を有する
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第 1章 土壌分離希少放線菌からの新規物質の探索 
第 1節 Sagamilactamに関する研究 
 
Figure S1-1 1H NMR spectrum of sagamilactam at 600 MHz in CD3OD 
Figure S1-2 13C NMR spectrum of sagamilactam at 120 MHz in CD3OD 
Figure S1-3 gCOSY NMR Spectrum of sagamilactam at 600 MHz in CD3OD 
Figure S1-4 DQF-COSY NMR spectrum of sagamilactam at 600 MHz in CD3OD  
           (magnification of olefin moiety)  
Figure S1-5 TOCSY NMR spectrum of sagamilactam at 600 MHz in CD3OD 
Figure S1-6a gHMQC NMR spectrum in high-field region of sagamilactam at 600 MHz in 
CD3OD 
Figure S1-6b gHMQC NMR spectrum in low-field region of sagamilactam at 600 MHz in 
CD3OD 
Figure S1-7 1H-13C HMBC NMR spectrum of sagamilactam at 600 MHz in CD3OD 
Figure S1-8 1H-15N HMBC NMR spectrum of sagamilactam at 600 MHz in CD3OD 





























































































































































































































































































































































































































































































第 2章 海洋分離希少放線菌からの新規物質の探索 
第 1節 Mumiamicinに関する研究 
 
Figure S2-1-1 Kibdelosporangium 属の系統樹 
Figure S2-1-2 Micromonospora 属の系統樹 
Figure S2-1-3 Figure S2-1-1①の拡大図 
Figure S2-1-4 Figure S2-1-1②の拡大図 
Figure S2-1-5 Figure S2-1-1③の拡大図 
Figure S2-1-6 Figure S2-1-1④の拡大図 
Figure S2-1-7 Nocardioides 属の系統樹 
Figure S2-1-8 Pseudonocardia 属の系統樹 
Figure S2-1-9 Streptoacidifilus 属の系統樹 
Figure S2-1-10 Verrucosispora 属の系統樹 
Figure S2-1-11 Rhodococcus 属の系統樹 
Figure S2-1-12 1H NMR Spectrum of Mumiamicin in CDCl3 
Figure S2-1-13 13C NMR Spectrum of Mumiamicin in CDCl3 
Figure S2-1-14 HSQC Spectrum of Mumiamicin in CDCl3 
Figure S2-1-15 HMBC Spectrum of Mumiamicin in CDCl3 
Figure S2-1-16 COSY Spectrum of Mumiamicin in CDCl3 
Figure S2-1-17 1H NMR Spectrum of Mumiamicin in DMSO-d6 
Procedures 1 Preparation of Mumiamicin methyl ester 
Figure S2-1-18 LC/MS spectrum of Mumiamicin methyl ester 
Figure S2-1-19 1H NMR Spectrum of Mumiamicin methyl ester in CDCl3 















































































































































































































































































































































































































































































































































































Procedures 1 Preparation of Mumiamicin methyl ester 
 
Preparation of mumiamicin methyl ester 
 A solution of mumiamicin (2 mg) in benzene (200 µL) was treated with 20 µL TMSCHN2 
(10% by wt in hexane). After over night at room temperature, the solution was 
evaporated to dryness. The residue obtained was purified by preparative HPLC (95% 






















































































































































第 2節 Tatemasporineに関する研究 
 
Figure S2-2-1 1H NMR Spectrum of tatemasporine at 800 MHz in DMSO-d6 
Figure S2-2-2 13C NMR Spectrum of tatemasporine at 200 MHz in DMSO-d6 
Figure S2-2-3 1H-13C HSQC Spectrum of tatemasporine at 800 MHz in DMSO-d6 
Figure S2-2-4 1H-15N HSQC Spectrum of tatemasporine at 800 MHz in DMSO-d6 
Figure S2-2-5 1H-13C HMBC Spectrum of tatemasporine at 800 MHz in DMSO-d6 
Figure S2-2-6 1H-15N HMBC Spectrum of tatemasporine at 800 MHz in DMSO-d6 
Figure S2-2-7 COSY Spectrum of tatemasporine at 400 MHz in DMSO-d6 






























































































































































































































































































































































































































































第 3章 北里生命科学研究所保有菌株を用いた新規物質の探索 
第 1節 Vitrantmycin Bおよび Cに関する研究 
 
Figure S3-1-1 1H NMR Spectrum of virantmycin B at 400 MHz in CDCl3 
Figure S3-1-2 13C NMR Spectrum of virantmycin B at 100 MHz in CDCl3 
Figure S3-1-3 HSQC Spectrum of virantmycin B at 400 MHz in CDCl3 
Figure S3-1-4 HMBC Spectrum of virantmycin B at 400 MHz in CDCl3 
Figure S3-1-5 COSY Spectrum of virantmycin B at 400 MHz in CDCl3 
Figure S3-1-6 ROESY Spectrum of virantmycin B at 400 MHz in CDCl3 
Figure S3-1-7 1H NMR Spectrum of virantmycin C at 400 MHz in CDCl3 
Figure S3-1-8 13C NMR Spectrum of virantmycin C at 100 MHz in CDCl3 
Figure S3-1-9 HSQC Spectrum of virantmycin C at 400 MHz in CDCl3 
Figure S3-1-10 HMBC Spectrum of virantmycin C at 400 MHz in CDCl3 
Figure S3-1-11 COSY Spectrum of virantmycin C at 400 MHz in CDCl3 




































































































































































































































































































































































































































































































第 2節 Pyrizomicinに関する研究 
 
Figure S3-2-1 1H NMR Spectrum of pyrizomicin A at 400 MHz in CD3OD 
Figure S3-2-2 13C NMR Spectrum of pyrizomicin A at 100 MHz in CD3OD 
Figure S3-2-3 HSQC Spectrum of pyrizomicin A at 400 MHz in CD3OD 
Figure S3-2-4 HMBC Spectrum of pyrizomicin A at 400 MHz in CD3OD 
Figure S3-2-5 COSY Spectrum of pyrizomicin A at 400 MHz in CD3OD 
Figure S3-2-6 LC/MS Spectrum of pyrizomicin B 
Figure S3-2-7 1H NMR Spectrum of pyrizomicin B at 400 MHz in CD3OD 
Figure S3-2-8 Expanded 1H NMR Spectrum of pyrizomicin B at 400 MHz in CD3OD 
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